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RESUMEN 
La fiebre amarilla es una enfermedad viral que se mantiene endémica en regiones 
tropicales de África y América. Desde el brote ocurrido en el 2016 en Perú, la principal 
estrategia del estado frente a la amenaza de esta enfermedad ha sido la vacunación. 
Investigaciones previas señalan la efectividad de la vacuna antiamarílica, sin embargo, 
no se cuenta con investigaciones que evalúen la protección conferida a población 
peruana. El objetivo de esta investigación fue evaluar la seroconversión de anticuerpos 
neutralizantes, mediante la prueba de neutralización por reducción de placas, en 
personas vacunadas contra la fiebre amarilla en zona no endémica. Mediante un 
muestreo no probabilístico se seleccionaron 30 personas, en aparente estado de 
inmunocompetencia, que fueron evaluadas a 10 y 40 días posvacunación contra la 
fiebre amarilla mediante la prueba de neutralización por reducción de placas. Se halló 
que, en el día 10 posvacunación, el 100% de los participantes presentó 
seroconversión con títulos de anticuerpos neutralizantes mayor o igual a 1:10, de los 
cuales, el 96,7% mostró seroconversión con incremento mayor al cuádruple de 
anticuerpos neutralizantes contra esta enfermedad. En el día 40 posvacunación el 
100% de los participantes presentó seroconversión respecto al título de anticuerpos 
neutralizantes de la muestra obtenida previa vacunación contra la fiebre amarilla. Se 
halló que el menor título de anticuerpos neutralizantes obtenido fue 1:14, en el día 10 
posvacunación, y el mayor título 1:32 750, en el día 40 posvacunación. Los títulos de 
anticuerpos neutralizantes en el día 40 posvacunación, presentaron significancia 
estadística con relación al sexo. 
Palabras clave: Fiebre amarilla, vacunación, seroconversión, PRNT, Perú. 
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ABSTRACT 
Yellow fever is an endemic viral disease in tropical regions of Africa and America. 
Since the outbreak of 2016 in Peru, the main strategy of the government against the 
threat of this disease has been vaccination. Previous research have shown the 
effectiveness of the yellow fever vaccine, however there is no research regarding the 
protection conferred by the vaccine in the Peruvian population. The aim of this study 
was to evaluate the seroconversion of neutralizing antibodies by the method of plaque 
reduction neutralization test (PRNT) in people vaccinated against yellow fever in non-
endemic area. Through a non-probabilistic sampling, 30 people in an apparent state of 
immunocompetence were selected, they were evaluated at 10 and 40 days post-
vaccination against yellow fever by plaque reduction neutralization test. It was found 
that on day 10 post-vaccination, 100% of the participants presented seroconversion 
with neutralizing antibody titers greater than or equal to 1:10 of which, 96.7% showed 
seroconversion with more than four-fold increase in neutralizing antibodies against this 
disease. On day 40 post-vaccination, 100% of the participants presented 
seroconversion with respect to the neutralizing antibody titer of the sample obtained 
before vaccination against yellow fever. It was found that the lowest neutralizing 
antibody titer obtained was 1:14, on day 10 post-vaccination, and the highest titer 1:32 
750 on day 40 post-vaccination. Neutralizing antibody titers on day 40 post-vaccination 
had statistical significance in relation to gender. 
Key words: Yellow fever, vaccination, seroconversion, PRNT, Peru. 
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I. INTRODUCCIÓN 
La Fiebre Amarilla (FA), es una enfermedad viral transmitida por la picadura de 
mosquitos hematófagos, que se desarrolla desde formas asintomáticas hasta formas 
graves, y que puede alcanzar tasas de letalidad del 50% (Monath, 2001; Quaresma, et 
al., 2013). La enfermedad es endémica en aproximadamente 47 países de África y 
América (WHO, 2013; Gershman & Staples, 2017), siendo el Perú uno de los países 
afectados, con 12 departamentos endémicos para esta enfermedad (Espinoza, et al., 
2005; Jentes, et al., 2011). 
En el 2016 aconteció el último brote de FA en Sudamérica, reportándose en el Perú 
más de 60 casos de fiebre amarilla selvática (cifra mucho mayor a las reportadas en 
los 9 años anteriores) (DGE, 2018). El cambio climático, el incremento de 
movilizaciones humanas a zonas endémicas, y la basta distribución de Aedes aegypti 
(vector del ciclo de transmisión urbano) en zonas endémicas y no endémicas, nos 
mantiene propensos a la emergencia y reemergencia de esta enfermedad 
(Vasconcelos, et al., 2001; Espinoza, et al., 2005; Gould & Higgs, 2009; Monath & 
Vasconcelos, 2015) que actualmente solo se presenta en ciclos de transmisión 
selváticos, pero que tiene el potencial de presentarse en ciclos urbanos con mayor 
repercusión epidemiológica, que podría afectar a residentes de zonas endémicas y no 
endémicas del país y propagarse en radios geográficos más amplios. 
Al no existir tratamiento antiviral específico, la principal medida de los organismos 
internacionales y del estado peruano, para el control de la enfermedad, ha sido 
reforzar la estrategia de vacunaciones (Monath, 2001; Monath, 2005; Barnett, 2007; 
Jentes, et al., 2011; WHO, 2013; Monath & Vasconcelos, 2015), además de establecer 
sistemas de vigilancia sindrómica y control vectorial; de este modo, desde el año 2000 
se dispuso una vacuna gratuita para residentes y viajeros de zonas endémicas, y 
desde el 2009 se la incluyó en el esquema nacional de vacunaciones para niños de 15 
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meses de edad residentes de zonas endémicas y no endémicas de todo el país 
(MINSA, 2011). Teniendo en cuenta que la protección de la población peruana frente a 
esta enfermedad depende principalmente del éxito de las vacunaciones, se remarca la 
importancia de contar con datos que respalden la efectividad de esta estrategia, 
considerando la realidad social y epidemiológica de nuestra población, que podría 
verse afectada por deficiencias en la cobertura de vacunación o por fallas en la 
seroconversión regidas por características propias de la población peruana. 
La información disponible sobre cobertura de vacunación y seroconversión de 
anticuerpos neutralizantes contra FA en población peruana es escasa. Se sabe que la 
cobertura de vacunación en niños menores de 5 años es de 59,9% (DGIESP, 2018), 
sin embargo, no se cuenta con información sobre la cobertura de vacunación en el 
resto de la población, que es la población económicamente activa comprendida entre 
los 18 y 29 años, y que es la más afectada por la enfermedad (DGE, 2018); del mismo 
modo, la información disponible sobre seroconversión de anticuerpos neutralizantes en 
población peruana muestra la evaluación de niños residentes de una zona no 
endémica (Sullana, Piura), vacunados contra la FA como parte de la evaluación de las 
vacunas Arilvax y YF-VAX (Belmusto-Worn, et al., 2005), mas no se cuenta con 
información disponible sobre el resto de la población, que como ya se explicó, incluye 
a la población en riesgo de contraer la enfermedad. 
A fin de suplir información al respecto, el objetivo de la presente investigación fue 
obtener datos actuales sobre el estado serológico tras la vacunación contra la FA, 
evaluando, de forma exploratoria, la seroconversión de una población 
económicamente activa, sana, en aparente estado de inmunocompetencia, y residente 
de zonas no endémicas para la enfermedad, mediante la prueba de neutralización por 
reducción de placas (PRNT, por sus siglas en inglés), que es el “estándar de oro” para 
la detección de anticuerpos neutralizantes, por ser una prueba altamente específica y 
sensible. 
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II. MARCO TEÓRICO-CONCEPTUAL 
2.1. Fiebre Amarilla 
Es una enfermedad viral, febril y hemorrágica, transmitida por mosquitos, endémica y 
epidémica en 47 países de África y América. A pesar de la disponibilidad de vacunas, 
altamente efectivas, sigue afectando a la salud pública de la población mundial (WHO, 
2013; Chowdhury, et al., 2015), siendo considerada una de las arbovirosis más 
importantes en nuestro país, con alto potencial de dispersión y riesgo de urbanización 
(Belmusto-Worn, et al., 2005). 
El espectro clínico de la enfermedad de FA es amplio; puede manifestarse como una 
enfermedad subclínica, una enfermedad abortiva con síntomas inespecíficos o una 
enfermedad sistémica potencialmente letal que tiene una tasa de letalidad de 20 - 60% 
(Chen & Hamer, 2017), lo cual causa complicaciones de diagnóstico que generan la 
subestimación de morbilidad e inflación de tasas de letalidad al considerar solo casos 
de FA sistémica (Barnett, 2007; Staples & Monath, 2011; Monath, et al., 2013; Barrett, 
2017). El periodo de incubación de FA en el hombre es de 2 - 9 días (periodo 
intrínseco de incubación). 
Después de la picadura infectante, el virus que ingresa al tejido subcutáneo es 
reconocido por células dendríticas y presentado en los nódulos linfáticos a los 
linfocitos T CD4+, diseminándose por vía linfática a otros órganos (hígado y bazo) 
donde se replica intensamente produciendo la viremia y con ella la diseminación a 
otros tejidos (Quaresma, et al., 2013).  
2.2. Agente infeccioso 
El agente causal es el virus FA, prototipo del género Flavivirus de familia Flaviviridae 
que incluye aproximadamente 70 virus agrupados en base a características 
serológicas y moleculares, la mayoría de los cuales son transmitidos por artrópodos 
(Calisher, et al., 1989; Monath, 2001; Espinoza, et al., 2005). El virus salvaje es capaz 
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de causar una enfermedad viral sistémica con viremia de hasta 109 unidades 
formadoras de placa por mililitro (UFP/ml). 
2.2.1. Estructura 
Es un virus icosaédrico de 50 nm de diámetro, con genoma ARN de 10 Kb, 
cadena simple y sentido positivo. Posee un solo marco de lectura abierto (ORF) 
que contiene 3 genes codificantes de proteínas estructurales (C, prM/M y E) y 7 
genes codificantes de proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
NS4B, NS5), los cuales son traducidos en una única poliproteína viral. 
La proteína E, llamada proteína de envoltura, tiene mayor relevancia inmunológica 
por encontrarse anclada a la superficie de la envoltura viral y ser responsable de 
fases iniciales de la invasión celular (adhesión y fusión viral). Las proteínas NS1 y 
NS3 se expresan en membranas de células infectadas y contribuyen a la lisis 
celular mediada por complemento y por células T citotóxicas (respectivamente). 
Las proteínas NS1, NS2A, NS4A y NS4B están involucradas en la replicación del 
ARN viral. Las proteínas NS2B y NS3 cumplen, en conjunto, funciones de serina 
proteasa (responsable de la escisión postraduccional de la poliproteína viral), ARN 
helicasa y ARN trifosfatasa, necesarios para la replicación viral. La proteína NS5 
tiene función de ARN polimerasa dependiente de ARN. 
El genoma viral también contiene regiones no codificantes (5’ y 3’) esenciales para 
la replicación del virus, y sugestivamente, determinantes de la infectividad viral en 
diversas especies de mosquitos (Monath, 2001; Bae, et al., 2003; Bryant & Barrett, 
2003; Staples & Monath, 2011; Beck & Barrett, 2015; Monath & Vasconcelos, 
2015). 
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2.2.2. Replicación 
Después de la liberación de la nucleocápside en el citoplasma, el ARN se traduce 
inmediatamente, para sintetizar ARN polimerasa dependiente ARN, ARN helicasa 
y ARN trifosfatasa, que replican cadenas de ARN negativas de longitud completa. 
Estas cadenas negativas sirven como plantillas para cadenas positivas de ARN, 
que son ensambladas en viriones en el retículo endoplásmico y liberadas por 
exocitosis (Staples & Monath, 2011). 
2.2.3. Variación genética 
La estabilidad genética de los virus transmitidos por artrópodos es alta y sus tasas 
de mutaciones adquiridas son menores en comparación con otros virus de ARN 
(Jenkins, et al., 2002; Staples & Monath, 2011). El virus de FA no es ajeno a estas 
características, lo cual resulta determinante para que una sola cepa vacunal (17D) 
sea capaz de proteger efectivamente contra la enfermedad (Monath, 2005; 
Gershman & Staples, 2017). La alta estabilidad genética de estos virus se atribuye 
al ciclo alterno que tienen entre hospedadores artrópodos y vertebrados, lo cual 
limita la evolución debido a que las mutaciones que aumentan la aptitud infecciosa 
sobre un hospedador disminuyen la aptitud infecciosa sobre el hospedador 
posterior (Holmes & Twiddy, 2003; Coffey, et al., 2008; Staples & Monath, 2011). 
La estabilidad genética también ha sido asociada a los cuellos de botella que 
enfrentan estos virus dentro de los vectores (Forrester, et al., 2012) y de los 
hospedadores vertebrados (Erickson & Pfeiffer, 2013). 
Análisis filogenéticos realizados, evaluando la región no  codificante 3’ y las 
regiones codificantes de proteínas estructurales y no estructurales (prM/M, E, 
NS4A, NS4B y NS5) del virus de FA, sugieren que las cepas salvajes que circulan 
actualmente tuvieron origen en África oriental (hace 1500 años), desde donde 
divergieron en genotipos africanos occidentales, para luego introducirse a América 
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(hace aproximadamente 470 años), y divergir en genotipos sudamericanos 
(Bryant, et al., 2007). 
Las cepas salvajes del virus de FA pertenecen a 7 genotipos distribuidos entre 
África y Sudamérica (Monath, 2001), que no difieren en cuanto a manifestaciones 
clínicas causadas por la enfermedad, y que están agrupados en un único serotipo 
(Bryant & Barrett, 2003). Se han descrito cinco genotipos entre las cepas 
africanas: genotipo África I y II, genotipo África oriental/central, genotipo África 
oriental y genotipo Angola (Staples & Monath, 2011), y dos genotipos entre las 
cepas sudamericanas: genotipo I (Brasil, Bolivia, Colombia, Ecuador, Panamá, 
Venezuela y Trinidad) y genotipo II (Perú, Bolivia y occidente de Brasil) (Monath, 
2001; Bryant & Barrett, 2003; Bryant, et al., 2007; Staples & Monath, 2011). 
2.3. Epidemiología 
2.3.1. Ecología y ciclos de transmisión 
En base a su ecología, el virus de FA es denominado “arbovirus” (virus transmitido 
por artrópodos) para denotar el hecho de que es transmitido por mosquitos. La 
hipótesis más aceptada de la ecología del virus de FA en la naturaleza es su 
mantención por "epizootias errantes", donde poblaciones de monos se mueven 
continuamente a lo largo de regiones boscosas y cursos fluviales, manteniendo la 
infección en ciclos regulares, donde la inmunización natural, muerte y 
reconstitución de monos susceptibles son factores determinantes para su 
aparición cíclica (Bryant, et al., 2003; Bryant & Barrett, 2003). 
En África se distinguen 3 ciclos de transmisión: ciclo selvático, urbano y de 
sabana; en América solo se ha identificado ciclos selváticos y urbanos. Ni el virus 
ni la enfermedad clínica difieren entre estos ciclos, pero la identificación del tipo de 
ciclo de transmisión es importante para el control de la enfermedad. 
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Fiebre Amarilla selvática 
La FA selvática, es un ciclo de transmisión predominante en selvas ecuatoriales 
de África y Sudamérica. Se mantiene entre monos por medio de mosquitos que 
viven en agujeros de árboles (Monath & Vasconcelos, 2015). Los humanos son 
accidentalmente infectados cuando entran al bosque o cuando monos virémicos 
salen de ellos e infectan a mosquitos en la franja de los bosques (Barrett & 
Monath, 2003). Los principales vectores selváticos son mosquitos de los géneros 
Aedes spp. en África y, Haemagogus spp. y Sabethes spp. en Sudamérica  
(Barrett & Monath, 2003; Miyaji, et al., 2016; Barrett, 2017; Chen & Hamer, 2017). 
En la actualidad, la mayoría de los casos humanos reportados corresponden a FA 
selvática. 
Fiebre Amarilla urbana 
La FA urbana es un ciclo que implica la transmisión de FA entre humanos en 
áreas urbanas, y está mediada por Aedes aegypti. Los antecedentes de 
erradicación de este mosquito señalan la desaparición de FA urbana, sin 
embargo, durante los últimos 30 años la mayoría de los países endémicos (entre 
ellos Perú) han sido reinfestados y mantienen un alto riesgo de urbanización de la 
enfermedad (Barrett & Monath, 2003; Monath & Vasconcelos, 2015); esta 
situación hace que el panorama futuro implique la ocurrencia de grandes brotes 
de FA urbana, donde un individuo infectado podría conducir a la infección de otros 
7 individuos susceptibles (Wu, et al., 2016). 
Ciclo de sabana 
También llamado ciclo de transmisión intermedio. Se produce en pastizales 
húmedos que bordean bosques tropicales africanos, donde los mosquitos Aedes 
spp. alcanzan altas densidades en temporadas lluviosas, y transmiten la 
enfermedad entre humanos y monos (Barrett & Monath, 2003). 
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2.3.2. Reservorios y vectores 
Vectores 
Los mosquitos que habitan en los agujeros de los árboles son los principales 
vectores implicados en la replicación del virus y la transmisión entre hospedadores 
vertebrados. Los mosquitos hembra se infectan durante su alimentación de 
hospedadores con viremia, de al menos, 104 UFP/mL (Barrett & Monath, 2003). 
Después de un período de incubación de 7 a 14 días en el mosquito (periodo 
extrínseco de incubación), los virus de FA se diseminan hasta las glándulas 
salivales, desde donde se transmitirán a nuevos hospedadores durante la 
alimentación (Barrett & Monath, 2003; Staples & Monath, 2011; Monath, et al., 
2013). El virus de FA también se puede transmitir transováricamente, permitiendo 
la supervivencia viral en huevos, en épocas de sequía (principalmente en las 
especies de los géneros Aedes y Haemagogus) (Barrett & Monath, 2003; Staples 
& Monath, 2011). 
En África, los principales vectores son A. africanus en el ciclo selvático de 
transmisión, A. aegypti en el ciclo urbano de transmisión, y A. africanus, A. 
bromeliae, A. furcifer, A. luteocephalus, A. metallicus, A. opek, A. simpsoni, A. 
taylori, A. vittatus y A. kenysesis en el ciclo de sabana. En Sudamérica, los 
principales vectores son Haemagogus janthinomys y Sabethes chloropterus en el 
ciclo selvático y A. aegypti en el ciclo urbano (Barrett & Monath, 2003). 
La eficiencia vectorial es una cualidad importante que deben tener los mosquitos 
para transmitir de la enfermedad. A. aegypti no es considerado un vector de alta 
eficiencia debido a los porcentajes variables (30 - 80%) de transmisión viral que 
ejerce sobre animales de experimentación no infectados (Barrett & Monath, 2003) 
y debido a que durante grandes epidemias ocurridas en Nigeria y Senegal 
presentó altos porcentajes de resistencia a la infección por virus de FA y bajos 
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porcentajes de transmisión viral (Miller, et al., 1989); a pesar de no ser un vector 
eficiente, A. aegypti puede mantener transmisiones intensivas durante las 
epidemias, debido a su antropofília y adaptabilidad que le permiten alcanzar altas 
densidades en áreas urbanas (Barrett & Monath, 2003). 
También se ha sugerido que la ineficiencia de mosquitos vectores puede 
favorecer la selección de cepas más virulentas, lo cual aumenta la patogenicidad y 
gravedad de la enfermedad de FA (Barrett & Monath, 2003). A. aegypti es el 
vector con mayor perjuicio asociado a la enfermedad de FA; en el Perú solo tiene 
lugar el ciclo de transmisión selvático, por tal motivo este vector no está asociado 
a la transmisión de FA, sin embargo su amplia distribución geográfica y su 
resistencia a insecticidas, unido a los saneamientos deficientes y el alto costo del 
control vectorial, hacen difícil su erradicación e incrementan el riesgo de 
reemergencia de la FA urbana en el Perú. 
Reservorios 
Los monos son los únicos hospedadores vertebrados implicados en el ciclo de 
transmisión de la FA. En general, la viremia es corta (2 - 5 días), aunque puede 
durar hasta 9 días en monos colobos africanos. Los monos infectados mueren o 
desarrollan inmunidad protectora de por vida. La mayoría de los monos africanos 
no desarrollan síntomas de la enfermedad, sin embargo, en Sudamérica muchas 
especies sí desarrollan infecciones letales (Barrett & Monath, 2003). También se 
ha encontrado anticuerpos contra el virus de FA en otros vertebrados (perezosos 
y marsupiales), pero debido a su baja viremia es improbable que sean importantes 
en ciclos de transmisión viral (Barrett & Monath, 2003). 
En África, los principales reservorios son monos de la especie Colobus 
abyssinicus, Cercopithecus spp. y Galago senegalensis. En Sudamérica, los 
principales reservorios son monos de los géneros Alouatta sp. (mono aullador), 
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Aotus sp. (mono nocturno), Saimiri sp. (mono-ardilla) y Ateles sp. (mono-
araña/maquisapa); en Perú, las especies del género Alouatta sp. son 
considerados de mayor importancia para la trasmisión de FA debido a su alto 
grado de susceptibilidad al virus, su capacidad de desplazamiento y al tamaño de 
su población que no es afectada por la caza debido a la poca apetencia de su 
carne (Barrett & Monath, 2003; Espinoza, et al., 2005). 
2.3.3. Distribución geográfica e incidencia 
La FA es endémica e intermitentemente epidémica en África (34 países) y 
América (13 países), siendo África el continente donde se reportan el 90% de los 
casos mundiales (WHO, 2013; Barrett, 2017; Gershman & Staples, 2017). 
Se estima que ocurren 200 000 casos y 30 000 defunciones por año, con una tasa 
de letalidad de 20% en África y 40 - 60% en Sudamérica (WHO, 2013; Monath & 
Vasconcelos, 2015), sin contar los casos no reportados por infecciones 
asintomáticas (que podrían llegar a representar el 55% de las infecciones por FA 
(Johansson, et al., 2014)) o por deficiencias de sistemas de vigilancia y 
diagnóstico (Barnett, 2007; CDC, 2010; WHO, 2013). 
Las epidemias de FA se controlaron eficazmente en las décadas de 1950 y 1960 
mediante el control vectorial, los programas de vacunación y la aplicación del 
Reglamento Sanitario Internacional (RSI), que solicita a los viajeros mostrar 
evidencia de vacunación contra la FA antes de cruzar las fronteras de países con 
zonas endémicas para esta enfermedad (Barrett, 1997; Barnett, 2007). Sin 
embargo, el paso del tiempo resultó en la aplicación menos estricta de estas 
medidas, que unido al cambio climático y al cambio global en las movilizaciones 
humanas han dado como resultado mayor incidencia de brotes epidémicos en el 
mundo. 
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Como parte de esta realidad, se muestra el incremento de los reportes de casos 
de viajeros no vacunados infectados en zonas endémicas: 10 casos confirmados 
en los tres primeros meses del 2018 (viajeros que adquirieron FA en Brasil), que 
supera con creces el número de casos registrados en todo el mundo en los 
últimos 27 años (ECDC, 2017; Hamer, et al., 2018). Esta situación agrava el 
riesgo de dispersión de FA a continentes no endémicos como Asia, donde la 
población susceptible vive en áreas con circulación de Aedes aegypti (vector en la 
transmisión de FA urbana) y donde la transmisión viral de FA se podría dar de 
forma adecuada (WHO, 2016; Barrett, 2017; Wilder-Smith & Leong, 2017; Brent, 
et al., 2018; Gubler, 2018; Hamer, et al., 2018). 
Fiebre Amarilla en África 
A pesar de la administración de la vacuna contra FA desde 1940, deficiencias de 
su cobertura en países endémicos, disminución de la inmunidad poblacional e 
incremento de la densidad de vectores, han propiciado la reemergencia de FA en 
África (Barnett, 2007; CDC, 2010; Grobbelaar, et al., 2016). 
Desde el año 2011 hasta el año 2016, se reportaron brotes en la República 
Democrática del Congo, Sudán, Camerún, Chad, Senegal, Côte d'Ivoire, Angola, 
Uganda y Sierra Leona (Grobbelaar, et al., 2016; WHO, 2016). En el 2016 ocurrió 
el último brote de FA en África, y afectó mayormente a los países de Angola y a la 
R. D. del Congo. En Angola (hasta el 8 de julio del 2016) se reportaron un total de 
3 625 casos sospechosos, 876 casos confirmados y 357 defunciones, y en la R.D. 
del Congo (hasta el 11 de julio del 2016) se reportaron 1 798 casos sospechosos, 
68 casos confirmados (59 importados, 2 selváticos no relacionados al brote y 7 
autóctonos) y 85 defunciones (Grobbelaar, et al., 2016; WHO, 2016). El control de 
este brote requirió de la administración de dosis fraccionadas de la vacuna contra 
la FA, a fin de garantizar la cobertura de la población vulnerable ante la 
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disponibilidad reducida de vacunas contra esta enfermedad (Chen & Hamer, 2017; 
Wu, et al., 2016). 
Fiebre amarilla en América 
Tras el brote epidémico ocurrido en 1995, se impulsaron campañas masivas de 
vacunación y la incorporación de la vacuna en el esquema de inmunización infantil 
de las regiones endémicas, sin embargo, la falta de acceso a áreas epidémicas y 
la migración de individuos susceptibles a regiones boscosas con transmisión 
epizoótica hacen persistir los casos de FA (Espinoza, et al., 2005; Barnett, 2007; 
CDC, 2010; Jentes, et al., 2011). 
Entre enero del 2016 y marzo del 2018 siete países reportaron casos humanos 
confirmados de FA: Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guayana Francesa, Perú y 
Surinam. La cantidad de casos humanos y epizootias reportadas en este período 
fue la más alta observada en décadas (PAHO, 2017; PAHO, 2018). 
Fiebre Amarilla en el Perú 
La FA es endémica tradicionalmente en las cuencas hidrográficas, donde el virus 
se mantiene en libre circulación. La mayor incidencia de casos se da en la selva 
alta (rupa-rupa), en áreas ubicadas debajo de los 2300 msnm. Los departamentos 
endémicos durante el periodo 2011 - 2017 fueron Loreto, Junín, Madre de Dios, 
San Martín, Ucayali, Amazonas, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huánuco, Pasco y 
Puno (Espinoza, et al., 2005; Jentes, et al., 2011; DGIE, 2017; DGE, 2017). 
La última epidemia de FA urbana ocurrida en el Perú se inició en 1919, en Piura, y 
se extendió hasta 1921 (Espinoza, et al., 2005); desde entonces no se reportan 
casos de FA urbana, sin embargo, el riesgo de urbanización permanece por la 
presencia del vector y las condiciones sociales de las comunidades vulnerables. 
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El primer brote reconocido de FA selvática ocurrió en Junín en 1925, y en el año 
1995 se produjo la epidemia más importante para Perú en los últimos 60 años 
(489 casos humanos confirmados y probables), siendo Junín el departamento con 
mayor incidencia de casos (159); los siguientes brotes epidémicos relevantes 
ocurrieron en los años 1998, 2004, 2005 y 2006 (DGE, 2017). El último brote 
epidémico de FA selvática se registró en el 2016, con 61 casos confirmados 
reportados. En el 2017 se reportaron 10 casos confirmados, y hasta la semana 34 
del presente año se han reportado 13 casos (8 confirmados y 5 probables), que 
indican la persistencia de FA selvática en nuestra región (DGE, 2018). 
2.3.4. Factores asociados a eventos epidemiológicos 
Muchos de los factores determinantes para el desarrollo de epidemias emergentes 
incluyen: niveles de desarrollo socioeconómico, viajes y migraciones humanas, 
comercio, urbanización, deforestación, proyectos de riego y agricultura, aumento 
de la densidad de poblaciones de humanos, animales y artrópodos, y actividades 
político-militares que conducen a evacuaciones humanas masivas; sin embargo, 
son las fluctuaciones climáticas las que han tenido mayor impacto transitorio en 
determinadas epidemias de arbovirus (Gould & Higgs, 2009; Monath & 
Vasconcelos, 2015). 
Clima 
Es un factor importante para determinar la distribución geográfica y temporal de 
los artrópodos y las características de sus ciclos de vida, y en consecuencia los 
patrones de dispersión de los virus asociados, la evolución de los éstos y la 
eficiencia con la que se transmiten de artrópodos a hospedadores vertebrados. 
El incremento de la temperatura, humedad y precipitaciones, ocasionadas por el 
calentamiento global y la alteración de los ciclos naturales que estabilizan el clima 
(como el fenómeno del Niño), favorecen la reducción de los períodos de 
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incubación del virus en los artrópodos vectores, trayendo como consecuencia el 
incremento de la transmisión de las enfermedades como la FA (Barrett & Monath, 
2003; Gould & Higgs, 2009; Staples & Monath, 2011); por tanto, al ser los 
artrópodos los componentes críticos del ciclo de transmisión y al mismo tiempo 
ser dependientes de las condiciones climáticas, es posible afirmar que las 
enfermedades virales transmitidas por artrópodos (como la FA) están generando 
brotes epidémicos a consecuencia del cambio climático globalizado, y de 
continuar así, se espera que los principales mosquitos vectores involucrados 
(como Aedes sp.) se dispersen más allá de sus límites geográficos actuales, 
causando la emergencia de enfermedades arbovirales en nuevas regiones (Gould 
& Higgs, 2009; Gubler, 2018). 
2.4. Respuesta inmunológica 
2.4.1. Innata 
Es la primera línea de defensa del huésped. Involucra la respuesta de células 
Natural Killer (NK) y otros factores de resistencia, que interfieren con la replicación 
del virus antes de la aparición de anticuerpos y células T citotóxicas. 
Los interferones (IFN) activan varios mecanismos de defensa del huésped, 
incluyendo el aumento de células NK, monocitos/macrófagos portadores de CD14, 
proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I en la superficie de la 
célula huésped, síntesis de inmunoglobulina dependiente de linfocitos T helper 1 
(Th1) y actividad de linfocitos T citotóxicos. Además de los IFN, se han encontrado 
otras citoquinas proinflamatorias y marcadores de activación de células T durante 
el período virémico, después de la vacunación contra la FA en humanos, incluidos 
TNF-α, IL-1, neopterina, β2-microglobulina y células T CD8+ circulantes (Barrett & 
Teuwen, 2009; Pulendran, 2009). 
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También se activan múltiples receptores tipo Toll (TLR2, 7, 8 y 9) que provocan 
respuestas de citoquinas proinflamatorias que impulsan fuertemente la respuesta 
inmunológica adaptativa. Por esta y otras razones, se cree que la activación 
inmunológica innata desempeña un rol determinante para la respuesta 
inmunológica adaptativa observada tras la infección natural o tras la vacunación 
contra la FA (Pulendran, 2009; Barrett & Teuwen, 2009; Staples & Monath, 2011). 
2.4.2. Adaptativa 
Los anticuerpos IgM se detectan entre los 3 - 7 días después del inicio de 
síntomas, alcanzan sus niveles máximos dos semanas después y luego 
disminuyen, pudiendo persistir en niveles bajos hasta 18 meses (Pulendran, 2009; 
Barrett & Teuwen, 2009); sin embargo existen reportes que indican que los 
anticuerpos IgM pueden mantenerse en niveles detectables hasta cuatro años 
después del evento infeccioso (Gibney, et al., 2012). 
La respuesta de anticuerpos neutralizantes se detecta aproximadamente a 7 días 
después del inicio de síntomas, y alcanzan sus niveles máximos entre 4 - 6 
semanas posteriores (Pulendran, 2009); estos anticuerpos pueden permanecer en 
niveles detectables hasta 35 - 45 años después del evento infeccioso (Poland, et 
al., 1981; Pulendran, 2009). Los anticuerpos neutralizantes son los principales 
mediadores de la protección frente a las re exposiciones. 
La respuesta inmunológica adaptativa celular es un mecanismo importante de 
protección contra la infección, ya que se reconocen epítopos más conservados 
que no cambian debido a la presión selectiva por anticuerpos, por tanto son un 
mecanismo determinante frente a las infecciones por cepas virales salvajes (Hill, 
et al., 1992). Las activación de las células T citotóxicas, CD4+ y CD8+, responde a 
las proteínas no estructurales NS1, NS2B, NS3 y a la proteína estructural E de los 
viriones. La respuesta de células T CD8+ se desarrolla rápidamente después del 
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inicio de síntomas, alcanza su nivel máximo el día 15 (con aproximadamente 15% 
de células T CD8+ activadas) y disminuyen a niveles basales en el día 30 después 
del inicio de síntomas; éstas células contribuyen a la respuesta inmunológica 
mediante el aclaramiento viral por lisis de células infectadas (Barrett & Teuwen, 
2009; Pulendran, 2009; Staples & Monath, 2011; Monath, et al., 2013).. 
2.5. Prevención y control 
La forma primaria de prevenir la enfermedad de FA es evitando las picaduras por 
mosquitos en zonas endémicas (Gershman & Staples, 2017), sin embargo, la forma 
más efectiva de proteger a personas que viven en áreas sujetas a la enfermedad 
epidémica, proteger a viajeros que visitan éstas áreas y prevenir la propagación 
internacional (minimizando el riesgo de la importación del virus por viajeros virémicos), 
es la vacunación contra la FA (Bryant, et al., 2003; WHO, 2013; Barrett & Teuwen, 
2009; Barrett, 2017; Gershman & Staples, 2017; PAHO, 2018). 
2.5.1. Vacunas 
La vacuna contra la FA es altamente efectiva y segura, y proporciona inmunidad 
efectiva al 80 - 100% de los vacunados a 10 días posvacunación, y al 99% de los 
vacunados a 30 días posvacunación; (Theiler & Smith, 1937; WHO, 2013). Todas 
las vacunas fabricadas en la actualidad protegen contra todas las cepas salvajes 
del virus de FA y contienen virus atenuados, derivados de la cepa vacunal 17D. 
2.5.2. Cepa 17D 
Se emplea actualmente en la inmunización contra la FA a nivel mundial (CDC, 
2010), y es la que ha tenido mayor éxito histórico en el control de la enfermedad 
en África y América debido a los pocos efectos adversos reportados tras su 
administración. 
Se obtuvo empíricamente mediante el pasaje sucesivo de la cepa Asibi (cepa 
salvaje aislada de la sangre de un paciente africano con FA) sobre cultivos de 
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tejidos de ratones y pollos. A partir del pasaje 58, el virus fue designado como 
cepa 17D y se empezó a cultivar in vitro en tejidos de embrión de pollo sin cerebro 
ni médula espinal. Investigaciones orientadas a la evaluación de vacunas, 
demostraron que a partir del pasaje 89 la cepa 17D atenuó su neurotropismo y 
viscerotropismo en monos Rhesus inoculados por vía subcutánea (Theiler & 
Smith, 1937; Monath, 2005). 
Los pasajes sucesivos realizados sobre esta cepa originaron dos subcepas: 17D-
204 y 17DD (Monath, 2005; CDC, 2010). Estudios que comparan la 
reactogenicidad e inmunogenicidad de estas subcepas sugieren que no existe 
diferencia sustancial en estos factores, por tanto, todas las personas que reciben 
vacunas derivadas de cualquiera de estas subcepas deben considerarse 
protegidas contra la enfermedad (Barnett, 2007; Gershman & Staples, 2017). 
Subcepa 17D-204: Se emplea para el desarrollo de vacunas en todos los países 
excepto Brasil. Tiene gran estabilidad genética (Barban, et al., 2007) y baja 
diversidad clonal (Salmona, et al., 2015). La cepa viral 17D se mantuvo en 
pasajes sucesivos hasta el pasaje 204, momento en que se estableció como la 
subcepa 17D-204. A partir del pasaje 221, la propagación viral se realizó en 
huevos embrionados de gallina. Las vacunas actuales contienen la subcepa 
vacunal 17D-204 entre los pasajes 235 y 238 (Monath, 2005), y es la que se 
emplea en la presente investigación. 
Subcepa 17DD: Es empleada en el desarrollo de vacunas en Brasil. La cepa viral 
17D se mantuvo en pasajes sucesivos en tejido de embrión de pollo (sin tejido 
nervioso) hasta el pasaje 195, momento en que se estableció como la subcepa 
17DD. La cepa fue enviada al Instituto Oswaldo Cruz de Río de Janeiro (Brasil) 
cuando se encontraba en el pasaje 229, y a partir del pasaje 243 fue propagada 
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en huevos embrionados de gallina. Las vacunas actuales contienen la subcepa 
vacunal 17DD entre los pasajes 286 - 287 (Monath, 2005). 
2.5.3. Dosis de vacunación y rutas de administración. 
La dosis de vacunación recomendada no debe contener menos de 3 log10 
Unidades Internacionales (UI). La vacuna contra la FA se administra en dosis 
única de 0,5 mL, por inyección vía subcutánea o intramuscular, a personas que lo 
requieran, siempre que tengan más de 9 meses de edad (WHO, 2008; WHO, 
2013; Gershman & Staples, 2017). 
2.5.4. Revacunación 
Anteriormente la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomendaba dosis de 
refuerzo cada 10 años después de la primera dosis recibida, sin embargo, en abril 
del 2013 el Grupo Consultivo Estratégico de Inmunizaciones de la OMS concluyó 
que una dosis primaria de esta vacuna es suficiente para conferir inmunidad 
sostenida y protección permanente contra la FA, y por tanto no se necesitan dosis 
de refuerzo (WHO, 2013). Esta conclusión se basó en investigaciones que revelan 
que la duración de la inmunidad después de una dosis única de vacuna contra la 
FA se puede mantener al menos 20 - 35 años, y probablemente, durante toda la 
vida (Poland, et al., 1981; Niedrig, et al., 1999; Gotuzzo, et al., 2013). Desde el 
2016 la Asamblea Mundial de la Salud, a través de las Regulaciones 
Internacionales de Salud, no exige las dosis de refuerzo cada 10 años 
posvacunación (WHO, 2014), sin embargo algunos países como Brasil aún 
mantienen dicha práctica (SVS, 2014). 
2.6. Seroconversión 
Es el cambio desde un estado seronegativo a seropositivo respecto a la presencia de 
anticuerpos contra la enfermedad; para demostrar dicho cambio es preciso analizar al 
menos dos muestras de sueros de una misma persona separados por un intervalo de 
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tiempo variable. Para evaluar la seroconversión en la presente investigación se tomó 
como referencia el nivel basal de anticuerpos (previa vacunación), el cual se comparó 
con los valores de anticuerpos alcanzados a 10 y 40 días posvacunación. 
2.7. Evaluación de la seroconversión 
Se realiza mediante la detección de anticuerpos IgM, IgG y anticuerpos neutralizantes 
específicos del virus. Debido al alto grado de reactividad cruzada con los anticuerpos 
producidos contra otros flavivirus (Dengue y Zika), es fundamental realizar pruebas 
altamente específicas que consideren la existencia de esta reactividad cruzada 
(OPS/OMS, 2018). 
- Seroconversión de IgM: Puede detectarse por ELISA (principalmente, el ELISA 
de captura de IgM) u otros inmunoensayos (inmunofluorescencia indirecta). La 
especificidad de ELISA de captura IgM es relativamente alta en infecciones 
primarias y en la mayoría de las infecciones secundarias por flavivirus, sin 
embargo, las reacciones cruzadas entre flavivirus suelen complicar la 
interpretación de resultados (OPS/OMS, 2018). 
- Seroconversión de IgG y anticuerpos neutralizantes: Involucran la detección 
de anticuerpos IgG por ELISA y de anticuerpos neutralizantes por PRNT. En 
general, el PRNT ofrece mayor especificidad que la detección de anticuerpos IgM 
e IgG totales y es considerado el “estándar de oro” para la detección de 
anticuerpos neutralizantes (OPS/OMS, 2018). 
2.7.1. PRNT 
Es una prueba serológica que mide la capacidad que tiene una muestra de suero 
para neutralizar al virus e impedir su replicación en células susceptibles; el efecto 
de la actividad neutralizante del suero se evidencia con la reducción en el número 
de placas (UFP) formadas por el virus, sobre un cultivo celular, respecto al 
número de placas formadas por un control de virus (Spector & Tauraso, 1968; 
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DeMadrid & Porterfield, 1969). El término UFP indica la mínima cantidad de virus 
capaz de formar una placa de lisis en el cultivo celular. 
Es una prueba cuantitativa altamente específica y sensible, que ha demostrado 
tener mejores cualidades diagnósticas en comparación con otras pruebas 
serológicas empleadas para la evaluación de la respuesta de anticuerpos 
(inmunofluorescencia, ELISA, inhibición de la hemaglutinación, fijación de 
complemento y neutralización en ratones lactantes), razón por la cual es 
considerado “estándar de oro” para la detección de anticuerpos neutralizantes 
(Spector & Tauraso, 1968; Mason, et al., 1973; Niedrig, et al., 1999; Thomas, et 
al., 2009; OPS/OMS, 2018). 
Descripción del método 
El PRNT mide el efecto de anticuerpos neutralizantes sobre la infectividad viral 
mediante la interacción virus-suero en monocapas de células susceptibles que, 
luego de ser inoculadas, son cubiertas con medio semisólido que restringe la 
propagación de la progenie viral; después de un periodo de incubación (que 
puede variar entre 5 y 9 días dependiendo de la cepa viral empleada), las 
monocapas de células son teñidas con colorante para visualizar el efecto de la 
infección viral. Cada virus que inicia una infección productiva produce daño 
localizado en la monocapa celular (placa de lisis), y cada placa de lisis formada 
representa una UFP del virus. El porcentaje de reducción de la infectividad viral se 
determina por comparación de UFP formadas en pocillos inoculados con la 
mezcla virus-suero y formadas en los pocillos inoculados con controles virales; el 
título de anticuerpos neutralizantes se calcula según el valor de corte establecido 
para la reducción de la infectividad viral, siendo los porcentajes de reducción más 
utilizados 50, 70 y 80% (Roehrig, et al., 2008; IPK, 2013). 
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Consideraciones para la realización del PRNT 
- Cultivos celulares: El principal criterio para la elección de la línea celular es su 
susceptibilidad al virus. Las líneas celulares más empleadas para la evaluación 
de anticuerpos neutralizantes contra flavivirus son LLC-MK2, BHK-21 y VERO, 
sin embargo, la OMS evaluó y certificó la línea celular VERO para la 
producción de vacunas vivas-atenuadas y para la realización de pruebas de 
PRNT con flavivirus (Roehrig, et al., 2008). La prueba de PRNT se realiza 
sobre monocapas celulares confluentes, formadas en pozos de placas de 
cultivo celular. 
- Semilla viral: El número de pasajes virales aceptados para la prueba de PRNT 
no ha sido determinado, sin embargo, se recomienda emplear semillas virales 
con no más de 5 - 10 pasajes en cultivos celulares, a fin de mantener su 
estabilidad genética e infectividad (Monath, 2005; Roehrig, et al., 2008). 
Además, se recomienda que la semilla viral haya sido replicada, al menos una 
vez, en una línea celular de mamífero antes de su uso en la prueba de PRNT 
(Roehrig, et al., 2008). Para efectos de evaluación de anticuerpos 
neutralizantes, se recomienda el uso de una dilución de la semilla viral que 
contenga entre 30 - 40 UFP/50 µL, a fin de obtener entre de 15 - 20 UFP/pozo 
de las placas evaluadas (MINSA, 1996; IPK, 2013). 
- Sueros: Se recomienda el uso de sueros inactivados por calor térmico (56 ºC 
durante 30 minutos) para inactivar al sistema del complemento u otros virus 
que afecten la evaluación de resultados; también se recomienda la evaluación 
de diluciones del suero, ya que el suero concentrado puede ser tóxico para las 
células y puede contener inhibidores no específicos de la replicación viral 
(Roehrig, et al., 2008). 
- Otras consideraciones: No hay una normalización en la metodología 
empleada por los laboratorios que realizan esta prueba, por tanto las 
condiciones de incubación, método de recubrimiento, método de revelado de 
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placas y puntos de corte para la reducción de placas utilizados para la 
obtención de resultados puede variar dependiendo de las características 
epidemiológicas de los pacientes y de las condiciones técnicas de cada 
laboratorio (Jonker, et al., 2013; Salje, et al., 2014; Mercier-Delarue, et al., 
2017). 
2.8. Correlato de protección 
El correlato de protección contra la enfermedad está asociado a la presencia de 
anticuerpos neutralizantes (Reinhardt, et al., 1998; Niedrig, et al., 1999; Hepburn, et 
al., 2006; Plotkin, 2008; Monath & Vasconcelos, 2015); sin embargo, los mecanismos 
inmunológicos celulares también otorgan protección contra esta enfermedad (SAGE, 
2013) y son mediadores de la intensidad de la respuesta inmunológica humoral 
(Pulendran, 2009), por tanto, una reducción en la respuesta inmunológica humoral 
podría indicar también la reducción de la respuesta inmunológica celular, mas no su 
ausencia. Pese a ello, la estimación del nivel de protección serológico sigue 
manteniéndose como el correlato de protección para la evaluación de la eficiencia de 
vacunas como la administrada contra la FA (Plotkin, 2008; WHO, 2008; Monath, et al., 
2013; WHO, 2013). 
La correspondencia entre la protección contra el virus de FA y el título de anticuerpos 
neutralizantes fue establecida en monos infectados con virus de FA (Mason, et al., 
1973). La supervivencia de estos animales fue buena cuando el valor del Índice 
Logarítmico de Neutralización (ILN) fue mayor a 0,7, y de forma contraria, se produjo 
la muerte cuando el valor del ILN fue menor a 0,7; el valor del ILN se define como la 
diferencia de los logaritmos del número de UFP observados tras el enfrentamiento del 
virus con un suero pre inmune, menos el número de UFP observadas tras el 
enfrentamiento del virus con el suero inmunizado. El resultado de esta investigación 
condujo a la aceptación mundial de que valores mayores a 0,7 de ILN establecen la 
protección inmunológica contra la FA (WHO, 2013). 
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Debido a que este correlato fue realizado con una metodología del PRNT que ya no se 
usa actualmente (debido a la menor sensibilidad mostrada a comparación del método 
actual que emplea diluciones seriadas de suero y diluciones fijas de virus), se opta por 
aceptar el valor equivalente a 0,7 ILN, lo cual significa aceptar la protección cuando 
ocurre un 80% de reducción (punto de corte) de UFP respecto de las UFP presentes 
en los controles virales (PRNT80); sin embargo, la dilución de anticuerpos sobre la que 
se debe evaluar este punto de corte no está claramente determinada, por lo cual los 
investigadores toman como referencia la dilución de 1:10 de las muestras de sueros, 
basándose en la investigación desarrollada por Freestone y colaboradores en 1977, 
donde se emplean diluciones finales de suero de 1:10 para evaluar la respuesta 
inmunológica humana frente a diferentes dosis de la vacuna 17D de FA (Freestone, et 
al., 1977) y en los resultados de la investigación de Julander y colaboradores en el 
2011, donde hallan protección, desde esta misma dilución, tras la inmunización pasiva 
de hámsters con anticuerpos específicos contra FA (Julander et al., 2011). 
Por tales motivos, se considera que una persona se encuentra protegida contra el 
virus de FA cuando presenta anticuerpos neutralizantes, en títulos mayores o iguales a 
1:10, en una evaluación realizada mediante la prueba de PRNT80 (Mason, et al., 1973; 
Freestone, et al., 1977; Roukens, et al., 2009; WHO, 2013). 
2.9. Fallas en la seroconversión 
Muchas investigaciones han descrito que los hábitos alimenticios y la desnutrición 
pueden influir en la composición de la microbiota intestinal (Subramanian, et al., 2014; 
Tilg & Moschen, 2015; Million, et al., 2017); asimismo, los desbalances en la 
composición de la microbiota intestinal podrían generar disbiosis bacterianas que 
afectan gravemente la respuesta inmunológica y conllevan a fallas en la 
seroconversión (Kau, et al., 2011; Brown, et al., 2012; Brodin & Davis, 2017). La carga 
genética, también es un factor que podría ser causante de disminuciones en la 
respuesta inmunológica; algunas investigaciones han reportado que el factor genético 
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que determina las características raciales puede estar asociado a diferencias en la 
respuesta inmunológica contra la FA (Monath, et al., 2002; Blake & García-Blanco, 
2014; Beck & Barrett, 2015), asimismo, se ha reportado que factores genéticos que 
determinan la regulación de la frecuencia de las células inmunológicas y la regulación 
de la producción de citoquinas podrían afectar el desarrollo de la respuesta 
inmunológica frente a enfermedades causadas por muchos agentes infecciosos 
(Brodin & Davis, 2017), entre ellos la FA. 
2.10. Importancia y beneficios de la vacunación 
En general, la vacuna con la cepa 17D es un método eficaz para la prevención de la 
enfermedad de FA, y a pesar de la aparición de casos adversos, la relación beneficio-
riesgo es muy positiva para el control de brotes de FA. Como con todas las vacunas, 
es necesario considerar cuidadosamente si la persona debe recibir la vacuna o no, y 
claramente, deben ser vacunadas solo aquellas personas que tienen un riesgo 
demostrable de adquirir FA. 
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III. HIPOTESIS DE INVESTIGACIÓN 
En la población vacunada con la cepa 17D-204 en zona no endémica, más del 80% 
seroconvierte para anticuerpos neutralizantes contra el virus de fiebre amarilla con 
títulos mayores o iguales a 1:10 a partir del día 10 posvacunación. 
IV. OBJETIVOS 
4.1. Objetivo general 
Evaluar la seroconversión de anticuerpos neutralizantes en personas sanas 
vacunadas contra el virus fiebre amarilla mediante neutralización por reducción de 
placas en zonas no endémicas. 
4.2. Objetivos específicos 
- Determinar los títulos de anticuerpos neutralizantes, de personas sanas 
vacunadas contra FA, mediante PRNT80. 
- Establecer las diferencias de los títulos de anticuerpos neutralizantes con 
relación al tiempo posvacunación, sexo y edad. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 
La presente investigación se desarrolló en el Laboratorio de Virología Clínica y 
Molecular ubicado en la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional 
Mayor de San Marcos. 
5.1. Diseño de la investigación 
La investigación desarrollada fue descriptiva, observacional, longitudinal y de tipo 
exploratorio. 
5.2. Muestra 
El muestreo fue no probabilístico de tipo bola de nieve. La muestra estuvo conformada 
por personas mayores de 18 años en aparente estado de inmunocompetencia que 
tuvieron la necesidad de vacunarse contra la FA. Los participantes fueron 
principalmente personas relacionadas a investigación en salud y ciencias biológicas 
que otorgaron su consentimiento informado de participación en la investigación y 
obtuvieron un documento/cartilla que acreditó su vacunación contra la FA. 
5.2.1. Criterios de selección 
Fueron establecidos con la finalidad de minimizar la interferencia de factores que 
alteren la respuesta inmunológica y por tanto los resultados de seroconversión. 
Criterios de inclusión 
- No contar con antecedente de vacunación contra la FA. 
- Permanecer en zonas no endémicas a FA durante el desarrollo de la 
investigación. 
Criterios de exclusión 
- Ser menor de edad (< 18 años). 
- Ser de la tercera edad (> 60 años). 
- Encontrarse en periodos de gestación. 
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- Tener una condición médica crónica progresiva y grave que altere la 
funcionalidad del sistema inmunológico (diabetes, disfunción renal o hepática, 
VIH, Hepatitis B o C). 
- Haber nacido y/o residir (o haberlo hecho en algún momento) en zonas 
endémicas para FA y otros flavivirus. 
- Tener antecedente de infección natural causada por FA y/u otros flavivirus. 
5.2.2. Consentimiento informado 
A los participantes seleccionados se les brindó información sobre el propósito de 
la investigación y el grado de su participación, además se les proporcionó un 
documento (que contuvo una hoja de explicación y una hoja de firmas) para 
otorgar el consentimiento informado que quedó bajo responsabilidad de la 
investigadora principal (Formato del Consentimiento Informado en Anexo 1). 
5.3. Obtención de muestras de sueros 
Por cada participante se obtuvo muestras de sangre periférica en tres momentos: 
antes de la vacunación (1º momento), día 10 posvacunación (2º momento) y día 40 
posvacunación (3º momento). Las muestras se obtuvieron por punción venosa y 
fueron colectadas en tubos estériles sin anticoagulante, mediante el uso de sistemas al 
vacío. 
Las muestras obtenidas se dejaron en reposo a temperatura ambiente entre 30 
minutos a 2 horas, para luego ser centrifugadas (2500 rpm y temperatura ambiente) 
durante 5 minutos; algunas muestras fueron mantenidas en refrigeración (4 ºC) por un 
periodo máximo de tres horas hasta ser centrifugadas. Los sueros separados se 
colectaron en crioviales y se almacenaron a temperatura de -80 ºC en hasta su uso. 
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5.4. Establecimiento de un sistema de cultivos celulares con la línea celular 
Vero-76. 
Para el establecimiento de un sistema de cultivos celulares, se tomó como base las 
metodologías descritas en el Manual de Procedimientos de Laboratorio para el 
Diagnóstico de Arbovirosis del Ministerio Nacional de Salud del Perú (MINSA, 1996) y 
el manual de Técnicas de Laboratorio para el Diagnóstico y la Caracterización de los 
Virus del Dengue del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” de Cuba (IPK, 2013), 
con algunas modificaciones. 
Descongelación y siembra de células. 
Se empleó una semilla de la línea celular Vero-76. El criovial fue sumergido en baño 
maría a 37 ºC hasta su descongelamiento, e inoculado en un frasco de cultivo celular 
de 25 cm2 (hermético) con 10 mL de medio de crecimiento (MC). El frasco de cultivo 
con el inóculo de células se mantuvo en incubación a 37 ºC sin CO2, realizándole 
cambios de medio a 1 y 24 horas después de la inoculación; tras éste periodo, los 
cambios de medio se realizaron tras la formación de monocapa confluente. 
En todo momento se empleó MC, cuya composición se detalla en el Anexo 2. 
Propagación de la línea celular 
Cuando la monocapa estuvo formada confluentemente, se descartó el medio del 
frasco de cultivo y se lavó con MC para eliminar residuos celulares; se añadió 1200 µL 
de una solución de Tripsina al 0,48%, ladeando suavemente durante 1 minuto antes 
de descartar; se repitió el procedimiento una vez más y se dejó en incubación a 37 ºC 
durante 10 minutos. Después de este tiempo, se agregó MC y se homogenizó 
vigorosamente hasta disgregar las células y conseguir una suspensión uniforme, que 
fue distribuida en frascos de cultivo celular de 75 cm2 (hermético); los frascos se 
enrasaron con MC hasta un volumen de 15 - 20 mL y se mantuvieron en incubación a 
37 ºC sin CO2 hasta la formación de monocapa. 
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5.5. Producción de semillas virales. 
Se empleó la cepa vacunal 17D-204 del virus FA, proveniente de la vacuna Stamaril® 
Sanofi Pasteur (Lote K5338). 
Infección 
El contenido de la vacuna fue diluido a 1:10 e inoculado, en volumen de 200 µL, sobre 
un frasco de cultivo celular de 25 cm2 con monocapa confluente de células Vero-76, al 
que previamente se le retiró el MC; el frasco permaneció en incubación durante 1 hora 
a 37 ºC sin CO2. Al término de este tiempo se adicionó 10 mL de medio de 
mantenimiento (MM) y se mantuvo en incubación con las condiciones ya descritas 
hasta la aparición de efecto citopático (ECP). La composición del MM se detalla en el 
Anexo 2. 
Cosecha viral 
Se realizó cuando el ECP alcanzó 3 cruces (3+) de infección, equivalente al 75% de 
desprendimiento celular de la monocapa. El MM fue colectado y centrifugado (10 000 
rpm durante 10 minutos a 4 ºC). El sobrenadante se alicuotó en crioviales (500 
µL/criovial), se rotuló con el nombre y número de pasaje viral correspondiente, y se 
almacenó a -80 ºC. El sobrenadante fue mantenido en cadena de frio (~4 ºC) desde la 
centrifugación hasta su almacenamiento a -80 ºC. Se repitió el procedimiento de 
infección y cosecha viral 2 veces adicionales hasta obtener el pasaje 3 (P3) de 
semillas virales de la cepa vacunal 17D-204 del virus de FA. 
5.6. Titulación de semilla viral en células Vero-76. Método de recubrimiento 
semisólido. 
Se tomó como base las metodologías descritas en el Manual de Procedimientos de 
Laboratorio para el Diagnóstico de Arbovirosis del Ministerio Nacional de Salud del 
Perú (MINSA, 1996) y el manual de Técnicas de Laboratorio para el Diagnóstico y 
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Caracterización de los virus del Dengue del Instituto de Medicina Tropical “Pedro 
Kourí” de Cuba (IPK, 2013), con algunas modificaciones. 
Preparación de placas con cultivo celular 
Se emplearon dos frascos de cultivo celular (75cm2) con monocapa confluente de la 
línea celular especificada. La metodología empleada fue la descrita en la sección 
Propagación de la línea celular  hasta la obtención de la suspensión celular uniforme, 
a partir de la cual se realizó el recuento celular en cámara de Neubauer, previa mezcla 
con el colorante vital azul de tripán. La concentración celular se ajustó a 1,25x105 
células/mL mediante la Ecuación 1 que se describe en el Anexo 7. 
La suspensión de células fue distribuida a razón de 500 µL/pozo sobre una placa de 
cultivo celular de 24 pozos, la cual se mantuvo en incubación a 37 ºC sin CO2 durante 
48 horas. 
Titulación viral 
El P3 de semillas virales fue diluido decimalmente de forma seriada de la siguiente 
manera: se descongeló brevemente a 37 ºC y se transfirió 100 µL a un tubo rotulado 
como “10-1” que contenía 900 µL de MM (al igual que una serie de tubos rotulados 
hasta 10-7); inmediatamente se homogenizó vigorosamente y se transfirió 100 µL del 
tubo 10-1 al siguiente tubo correlativo y así sucesivamente. Se realizaron diluciones 
adicionales entre las diluciones decimales, a fin de obtener mejor resolución en los 
resultados. 
Se inoculó 50 µL de cada dilución viral sobre los pozos de las placas de cultivo celular 
con monocapa confluente (tres repeticiones por dilución), dejando tres pozos sin 
inocular, a los cuales solo se añadió 50 µL de MM (control de células). Las placas se 
incubaron a 37 ºC sin CO2 durante 4 horas, realizando homogenizaciones por cada 
hora transcurrida; al término de este periodo se agregó 500 µL/pozo de medio de 
recubrimiento con carboximetilcelulosa (CMC) a cada placa, para luego ser 
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mantenidas en incubación a 37 ºC sin CO2 durante 5 días. La composición del medio 
de recubrimiento se detalla en el Anexo 2. 
Transcurrido el tiempo de incubación, se descartó el medio contenido en las placas de 
cultivo celular y se adicionó 500 µL/pozo de colorante Azul Negro de Naftol (NBB, por 
sus siglas en inglés); las placas se colorearon durante 12 horas a temperatura 
ambiente para posteriormente ser lavadas con agua corriente. La composición del 
NBB se detalla en el Anexo 2. 
Determinación del título viral 
Se contaron las UFP formadas en cada pozo de las placas de cultivo celular. El título 
viral se determinó con la Ecuación 2 que se describe en el Anexo 7. 
5.7. Determinación del título de anticuerpos neutralizantes, de personas sanas 
vacunadas contra FA, mediante la prueba de PRNT80. 
Preparación de placas con cultivo celular. 
La propagación celular se realizó de la misma forma descrita en la sección 
Preparación de placas con cultivo celular. 
Diluciones de sueros. 
Se emplearon sueros inactivados a 56 ºC durante 30 minutos. Las diluciones se 
realizaron en MM; todo el proceso se realizó en cadena de frio (~4 ºC). A las muestras 
de suero obtenidas antes de la vacunación se les realizó una dilución única de 1:5, a 
las muestras de suero obtenidas en el día 10 posvacunación se le realizaron 
diluciones seriadas en base 2 desde 1:40 hasta 1:640, y a las muestras de suero 
obtenidas en el día 40 posvacunación se le realizaron diluciones seriadas en base 2 
desde 1:160 hasta 1:2 560. Se realizaron repeticiones, con diluciones seriadas en 
base 2, desde 1:5 hasta 1:20 480 (dependiendo de lo requerido). Por cada prueba 
realizada se incluyó un suero control negativo y uno positivo a anticuerpos 
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neutralizantes contra FA; al control negativo se le realizó una dilución única de 1:5 y al 
control positivo se le realizó diluciones seriadas en base 2 desde 1:40 hasta 1:640. Las 
diluciones realizadas fueron refrigeradas (4 ºC) hasta su uso posterior (máximo dos 
horas después de la dilución). 
Dilución viral de trabajo. 
Tras obtener el título viral del P3 de semillas virales (resultados en Anexo 3), se 
preparó una dilución con aproximadamente 30 UFP/50 µL y MM como diluyente; todo 
el procedimiento se realizó en cadena de frio (~4 ºC). El volumen de la dilución 
preparada estuvo en función de la cantidad de diluciones de suero evaluadas por 
prueba (incluyendo repeticiones) y la cantidad de controles empleados. 
Mezcla de las diluciones de suero y virus. 
Se realizó en tubos colectores estériles. Se mezcló 100 µL de las diluciones de suero 
con 100 µL de la dilución viral de trabajo; las mezclas se mantuvieron en incubación a 
37 ºC durante 1 hora. 
En paralelo, se mezcló 200 µL de la dilución viral de trabajo con 200 µL de MM, a fin 
de obtener una solución que sirva como control de virus; esta mezcla se mantuvo en 
incubación junto a las mezclas virus-suero. Todo el procedimiento se realizó en 
cadena de frio (~4 ºC) hasta el momento previo a la incubación. 
Inoculación de placas con cultivos celulares. 
Se inoculó por duplicado 50 µL/pozo de cada mezcla virus-suero y del control de virus; 
para el control de células se inoculó por duplicado 50 µL de MM. Las placas se 
sellaron herméticamente con una bolsa plástica y se incubaron a 37 ºC sin CO2 
durante 4 horas, realizando homogenizaciones después de cada hora transcurrida. Al 
término de ese tiempo se añadió el medio CMC doblemente concentrado, siguiendo el 
mismo procedimiento descrito en la sección Titulación viral, desde la adición del medio 
hasta la coloración de placas (incluyendo las condiciones de incubación). 
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Cálculo del porcentaje de reducción de UFP 
Se calculó el promedio de UFP presentes en los pozos correspondientes a los 
controles virales, y en base a ello se realizó el cálculo del porcentaje de reducción de 
UFP por cada dilución de suero evaluada, mediante la Ecuación 3 que se describe en 
el Anexo 7. 
Se consideró como “dilución de suero evaluada” a la dilución de suero resultante tras 
mezclar las diluciones iniciales del suero y las diluciones virales. 
Cálculo del título de anticuerpos neutralizantes contra FA 
El valor del título de anticuerpos neutralizantes contra FA se calculó con dos métodos: 
a. Método clásico: El título de anticuerpos neutralizantes contra FA se 
expresó como el valor recíproco de la dilución más alta de suero capaz de 
neutralizar el 80% o más de las UFP. 
b. Método de regresión lineal: El título de anticuerpos neutralizantes contra 
FA se expresó como el valor recíproco de la dilución de suero capaz de 
neutralizar exactamente el 80% de las UFP (título a punto final); el valor de 
dicha dilución se obtuvo por regresión lineal. 
Se consideró el título 1:10 de anticuerpos neutralizantes como el límite inferior que 
indica protección serológica contra la infección causada por el virus FA, de este modo, 
los títulos de anticuerpos neutralizantes con valores ≥ 1:10 fueron considerados 
positivos a protección contra FA (Freestone et al., 1977; Juander et al., 2011). 
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5.8. Análisis estadístico 
Los resultados obtenidos se organizaron en tablas univariadas y bivariadas; para la 
realización de tablas, gráficos y pruebas estadísticas se empleó el software Microsoft 
Office Excel 2013 y el paquete estadístico SPSS v25. 
Se utilizaron análisis descriptivos de promedios, medias geométricas, desviación 
estándar e intervalos de confianza al 95% para evaluar características demográficas 
de los participantes, títulos virales y títulos de anticuerpos neutralizantes contra FA. 
Para calcular los títulos a punto final de anticuerpos neutralizantes se aplicó un análisis 
de regresión lineal simple. Los títulos de anticuerpos neutralizantes fueron 
transformados a log10 para el análisis estadístico. 
La prueba de rangos con signo de Wilcoxon se usó para comparar variables continuas 
(títulos de anticuerpos neutralizantes) en muestras relacionadas (métodos de cálculo 
del título de anticuerpos neutralizantes y tiempo posvacunación). La prueba de U de 
Mann-Whitney se usó para comparar las variables continuas (títulos de anticuerpos 
neutralizantes) en muestras independientes (sexo). La correlación entre los títulos de 
anticuerpos neutralizantes y la edad de los participantes se describió mediante el 
coeficiente de Spearman. 
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VI. RESULTADOS 
6.1. Títulos de anticuerpos neutralizantes de personas sanas vacunadas 
contra FA, determinados mediante PRNT80. 
Se evaluó 30 participantes sanos con títulos no protectores de anticuerpos 
neutralizantes previa vacunación contra FA. 
Tabla 1. Características demográficas de los participantes. 
 
 Varones (n=12) Mujeres (n=18) Total (n=30) 
Edad 
Promedio (DE) 23,3   (3,1) 22,2   (4,4) 22,7   (3,9) 
[IC 95%] [ 21,35  -  25,31 ] [ 20,05  -  24,40 ] [ 21,21  -  24,12 ] 
DE: Desviación estándar 
Para determinar los títulos de anticuerpos neutralizantes, se consideraron solo los 
recuentos de UFP con coeficiente de variación menor al 20%, tanto para las diluciones 
de suero evaluadas, como para los controles virales. Resultados fuera de ese rango 
implicaron la repetición de la prueba. 
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Tabla 2. Características y títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla de los 
participantes en los días 10 y 40 posvacunación. 
 
Muestra Sexo Edad 
Título de Ac. Neutralizantes contra FA 
10 días posvacunación 40 días posvacunación 
 
  M. Clásico M. R. lineal M. Clásico M. R. lineal 
1 V 24 320 451 2560 2911 
2 V 28 640 960 2560 4162 
3 V 20 1280 1444 1280 2102 
4 V 19 160 246 2560 2883 
5 V 25 160 164 2560 4080 
6 V 25 320 572 5120 5354 
7 V 24 320 342 1280 1944 
8 V 29 320 695 10240 11103 
9 V 21 320 423 1280 1655 
10 V 21 80 109 2560 4405 
11 V 21 80 143 1280 1063 
12 V 23 640 864 5120 4894 
13 M 20 80 175 2560 2915 
14 M 20 160 206 1280 2309 
15 M 21 160 215 1280 2005 
16 M 21 320 519 5120 5905 
17 M 19 160 191 1280 1497 
18 M 20 320 520 1280 1097 
19 M 24 80 111 2560 3269 
20 M 22 40 48 1280 1062 
21 M 27 640 575 1280 1330 
22 M 37 320 429 1280 1709 
23 M 20 160 207 1280 951 
24 M 27 1280 1743 20480 32750 
25 M 20 640 1037 2560 1746 
26 M 20 640 1345 1280 1429 
27 M 19 10 14 640 943 
28 M 21 80 130 640 948 
29 M 21 40 91 2560 1847 
30 M 21 80 89 1280 1409 
Log10 Media Geométrica; (DE) 2,30; (0,48) 2,46; (0,47) 3,31; (0,33) 3,38; (0,35) 
[IC 95% (log10)] [ 2,13 - 2,48 ] [ 2,29 - 2,64 ] [ 3,18 - 3,43 ] [ 3,25 - 3,51 ] 
Valor p < 0,001 0,006 
 
Valor p:   Nivel de significancia (prueba de rangos con signo de Wilcoxon) para establecer diferencias entre títulos de 
Ac. neutralizantes contra Fiebre Amarilla obtenidos por método clásico y método de regresión lineal. 
 
V: Varón; M: Mujer 
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Los títulos obtenidos con el método de regresión lineal fueron significativamente 
mayores (prueba de rangos con signo de Wilcoxon) que los títulos obtenidos por el 
método clásico en los días 10 y 40 posvacunación (p < 0,001 y  p = 0,006 
respectivamente), como se muestra en la Tabla 2 y en la Figura 1. 
      
MG: Media Geométrica. 
Valor p:   Nivel de significancia (prueba de rangos con signo de Wilcoxon). 
 
 
Figura 1. Títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla obtenidos con el método 
clásico y el método de regresión lineal. (A) Títulos alcanzados en el día 10 posvacunación. (B) 
Títulos alcanzados en el día 40 posvacunación. 
 
A partir del día 10 posvacunación, el 100% (30/30) de los participantes mostró 
seroconversión con títulos de anticuerpos neutralizantes mayores a 1:10. Asimismo, 
en el día 10 posvacunación, el 96,7% (29/30) mostró seroconversión con un 
incremento mayor a cuatro veces sobre el título basal de anticuerpos neutralizantes 
obtenidos previa vacunación contra la FA, llegando a ser el 100% para el día 40 
posvacunación. 
Las Tablas 3 y 4 muestran los títulos de los controles de suero y virus empleados en 
las pruebas de PRNT80 realizadas para la evaluación de seroconversión. 
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Tabla 3. Títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre amarilla obtenidos por el control 
positivo y negativo de las pruebas PRNT80 realizadas para evaluación de seroconversión. 
 
Repeticiones 
Títulos de Ac. Neutralizantes contra FA 
Control Positivo* (CP5) Control Negativo (CN5) 
1 277 <10 
2 293 <10 
3 276 <10 
4 286 <10 
5 283 <10 
6 284 <10 
7 270 <10 
8 284 <10 
9 319 <10 
10 294 <10 
Log10 Media Geométrica; (DE) 2,46;  ( 0,02 ) - 
[IC 95% (log10)] [ 2,44 – 2,47 ] - 
*Títulos obtenidos mediante regresión lineal. 
Tabla 4. Títulos virales obtenidos por el control de virus en las pruebas de PRNT80 realizadas 
para evaluación de seroconversión. 
 
Nº Repeticiones Título Viral (UFP/mL) 
1 1,50 x 107 
2 1,03 x 107 
3 1,07 x 107 
4 1,50 x 107 
5 1,18 x 107 
6 1,57 x 107 
7 1,28 x 107 
8 1,07 x 107 
9 1,43 x 107 
10 1,28 x 107 
11 1,14 x 107 
12 1,57 x 107 
13 1,18 x 107 
Log10 Media Geométrica; (DE) 7,11;  ( 0,07 ) 
[IC 95% (log10)] [ 7,07 - 7,15 ] 
Para evaluar la influencia del punto de corte de reducción de placas, evaluado en el 
PRNT80 (80% reducción), sobre los títulos de anticuerpos neutralizantes, se empleó 
puntos de corte alternativos: 50, 60, 70, 90 y 100% de reducción de placas, usando el 
método de regresión lineal (Tablas 5 y 6). El valor de los títulos de anticuerpos 
neutralizantes disminuye cuando se incrementa el valor del punto de corte del PRNT. 
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Tabla 5. Títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla obtenidos de la 
evaluación de 6 puntos de corte del PRNT en el día 10 posvacunación. 
 
Título de Ac. 
neutralizantes contra FA 
Puntos de corte del PRNT en el día 10 posvacunación (%Reducción) 
50% 60% 70% 80% 90% 100% 
<10 0 0 0 0 2 14 
[ 10 - 20 > 0 0 1 1 2 1 
[ 20 - 40 > 1 1 0 0 1 1 
[ 40 - 80 > 0 0 0 1 3 2 
[ 80 - 160 > 0 1 5 6 8 11 
[ 160 - 320 > 8 8 7 7 8 0 
[ 320 - 640 > 4 4 2 8 4 1 
[ 640 - 1280 > 3 6 10 4 2 0 
[ 1280 - 2560 > 9 6 4 3 0 0 
[ 2560 - 5120 > 4 4 1 0 0 0 
[ 5120 - 10240 > 1 0 0 0 0 0 
Total de muestras 30 30 30 30 30 30 
 
Tabla 6. Títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla obtenidos de la 
evaluación de 6 puntos de corte del PRNT en el día 40 posvacunación. 
 
Título de Ac. 
neutralizantes contra FA 
Puntos de corte del PRNT en el día 40 posvacunación (%Reducción) 
50% 60% 70% 80% 90% 100% 
<10 0 0 0 0 0 11 
[ 10 - 20 > 0 0 0 0 0 0 
[ 20 - 40 > 0 0 0 0 0 0 
[ 40 - 80 > 0 0 0 0 0 1 
[ 80 - 160 > 0 0 0 0 2 1 
[ 160 - 320 > 0 0 0 0 1 4 
[ 320 - 640 > 0 0 0 0 2 7 
[ 640 - 1280 > 1 2 2 6 16 4 
[ 1280 - 2560 > 3 4 9 12 5 0 
[ 2560 - 5120 > 9 9 10 8 2 1 
[ 5120 - 10240 > 8 11 7 2 1 0 
[ 10240 - 20480 > 7 2 1 1 0 1 
[ 20480 - 40960 > 1 1 0 1 1 0 
[ 40960 - 81920 > 1 1 1 0 0 0 
Total de muestras 30 30 30 30 30 30 
La persona que no mostró incremento cuádruple en la seroconversión en el día 10 
posvacunación para la prueba de PRNT80, tampoco lo hizo en las pruebas de PRNT 
con puntos de corte alternativos (Tabla 7). 
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Tabla 7. Características demográficas y títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre 
Amarilla obtenidos por la persona que no mostró incremento en la seroconversión en el día 10 
posvacunación. 
Características Demográficas 
Sexo Femenino  
Edad en el momento de la vacunación 19 años 
Título de Ac. neutralizantes contra FA 
Punto de corte del PRNT Prevacunación 
Día  posvacunación 
10 40 
 
50 % 
 
<10 
 
24 
 
1278 
60 % <10 20 1148 
70 % <10 17 1038 
80 % <10 14 943 
90 % <10 11 859 
100 % <10 9 784 
 
6.2. Diferencias de los títulos de anticuerpos neutralizantes con relación al 
tiempo posvacunación, sexo y edad. 
Diferencias de los títulos de anticuerpos neutralizantes con relación al tiempo 
posvacunación 
Se halló que títulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos en el día 40 
posvacunación fueron significativamente mayores (prueba de rangos con signo de 
Wilcoxon) que los obtenidos en el día 10 posvacunación (p < 0,001), como se muestra 
en la Figura 2. 
 
  
 
Figura 2. Curva de seroconversión de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla, 
medidos mediante PRNT80, en los 2 momentos de evaluación. 
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MG: Media Geométrica de los títulos de anticuerpos neutralizantes obtenidos por regresión lineal 
Valor p: Nivel de significancia (prueba de rangos con signo de Wilcoxon) 
 
p < 0,001 
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Diferencias de los títulos de anticuerpos neutralizantes con relación al sexo 
No hubo diferencias significativas (prueba U de Mann-Whitney) entre los títulos de 
anticuerpos neutralizantes alcanzados por varones y mujeres en el día 10 
posvacunación (p = 0,220); sin embargo, los títulos de anticuerpos neutralizantes 
alcanzados por los varones fueron significativamente mayores en el día 40 
posvacunación (p = 0,020), como se muestra en la Tabla 8. La Figura 5 muestra la 
distribución del título de anticuerpos neutralizantes, según sexo, en los dos momentos 
de evaluación. 
Tabla 8. Títulos de anticuerpos neutralizantes contra FA alcanzados por varones y mujeres en 
el día 10 y 40 posvacunación. 
Título de Ac. Neutralizantes contra FA Varones Mujeres Valor p 
10 días posvacunación  
 Log10 Media Geométrica; (DE) 2,61; ( 0,35 ) 2,37; ( 0,53 ) 
0,220 
 [IC 95% (log10)] [ 2,38 - 2,83 ] [ 2,10 – 2,63 ] 
40 días posvacunación  
 Log10 Media Geométrica; (DE) 3,51; ( 0,27 ) 3,29; ( 0,37 ) 
0,020 
 [IC 95% (log10)] [ 3,34 – 3,68 ] [ 3,11 – 3,48 ] 
 
Valor p: Nivel de significancia (prueba U de Mann Whitney) para establecer diferencias entre títulos de 
anticuerpos neutralizantes contra la FA alcanzados por varones y mujeres. 
 
 
 
 
 
 
 
 (*): Valor atípico 
 
Figura 3. Distribución de títulos de anticuerpos neutralizantes, obtenidos mediante regresión 
lineal, según sexo. (A) Distribución del título de anticuerpos neutralizantes al día 10 
posvacunación. (B) Distribución del título de anticuerpos neutralizantes al día 40 
posvacunación. 
 
A B 
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Diferencias de los títulos de anticuerpos neutralizantes con relación a la edad 
No hubo correlación  entre la edad y los títulos de anticuerpos neutralizantes contra FA 
alcanzados por los participantes en el día 10 posvacunación (ρ Spearman = + 0,24 y p = 
0,206); sin embargo, en el día 40 posvacunación sí se encontró una relación lineal, 
moderada y directamente proporcional (ρ Spearman = + 0,44 y p = 0,02) que estuvo 
determinada por los varones (ρ Spearman = + 0,60 y p = 0,04), como se muestra en la 
Figura 4, ya que en las mujeres no se halló dicha correlación (ρ Spearman = + 0,28 y p = 
0,26). 
 
Figura 4. Gráfico de dispersión de Títulos de anticuerpos neutralizantes contra Fiebre Amarilla, 
y la edad de los varones en el día 40 posvacunación. 
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VII. DISCUSIÓN 
La presente investigación evaluó la seroconversión de anticuerpos neutralizantes 
contra fiebre amarilla en 30 participantes sin antecedente de vacunación, a 10 y 40 
días posvacunación. Los anticuerpos neutralizantes fueron evaluados mediante la 
prueba de PRNT80, una prueba cuantitativa, altamente sensible y específica (Niedrig, 
et al., 1999; OPS/OMS, 2018). La semilla viral empleada tuvo 3 pasajes a partir de la 
cepa vacunal 17D-204, siguiendo las recomendaciones de la OMS (Roehrig, et al., 
2008), a fin de evitar alteraciones en las características de la cepa utilizada (Monath, 
2005; Barrett & Teuwen, 2009), lo cual se reflejó en la estrechez de los IC 95% de la 
media de los controles de suero y virus (Tablas 3 y 4), mostrando la repetibilidad del 
ensayo realizado. 
Los momentos de evaluación del título de anticuerpos neutralizantes fueron elegidos 
según su representatividad en el curso de la seroconversión. Conocer los títulos de 
anticuerpos neutralizantes alcanzados en el día 10 posvacunación permite obtener 
información sobre el estado de protección, de las personas vacunadas, en el momento 
en que el RSI permite el ingreso a zonas endémicas para FA (WHO, 1983). El día 40 
posvacunación es un momento comprendido entre las 4 - 6 semanas en que los títulos 
de anticuerpos neutralizantes alcanzan sus máximos valores (Pulendran, 2009), por 
tanto, conocerlos permite obtener información sobre la cinética de seroconversión tras 
la vacunación contra la FA. 
El método de cálculo del título de anticuerpos neutralizantes es determinante para 
evaluar la seroconversión, ya que valores poco precisos podrían desestimar el 
potencial neutralizante de las muestras de suero evaluadas; a fin de evitar sesgos en 
la interpretación de los resultados de seroconversión, se determinó la diferencia entre 
los dos métodos de cálculo empleados (método clásico y método de regresión lineal), 
hallando que los valores obtenidos por regresión lineal fueron significativamente 
 44 
mayores a 10 y 40 días posvacunación (p < 0,001 y p = 0,006 respectivamente) como 
se mostró en la Tabla  2 y la Figura 1. Considerando que el método de regresión lineal 
permite hallar la dilución de suero que neutraliza exactamente el 80% de placas 
(empleando para ello coeficientes R2 mayores a 0,9) y teniendo en cuenta que los 
títulos obtenidos fueron mayores, se respalda el uso de este método para la 
determinación del título de anticuerpos neutralizantes contra FA en pruebas de PRNT. 
Uno de los principales hallazgos de la presente investigación fue que el 100% de los 
participantes presentó seroconversión, con títulos de anticuerpos neutralizantes 
mayores a 1:10, en los días 10 y 40 posvacunación, con valor mínimo de 1:14 y 
máximo de 1:1 743 para el día 10 posvacunación, y mínimo de 1:943 y máximo de 
1:32 750 para el día 40 posvacunación. Estos hallazgos fueron lo esperado tras 
evaluar la respuesta inmunológica, mediada por anticuerpos neutralizantes, de un 
grupo de adultos jóvenes, sanos y en aparente estado de inmunocompetencia, y 
respaldan la posición de la OMS sobre los porcentajes de seroconversión esperados 
(80 - 100%) tras la vacunación contra la FA (WHO, 2013). 
Así mismo, este hallazgo concuerda con los resultados de investigaciones que 
evaluaron la seroconversión en momentos cercanos a los 10 días posvacunación: 
Reinhardt, et al., en 1998 hallaron, mediante la evaluación con PRNT90, que el 100% 
(12/12) de un grupo de participantes con edades entre 18 y 50 años presentó 
seroconversión a 13 y 26 días posvacunación (cepa 17D), siendo la media de los 
títulos de anticuerpos hallados 1:71 y 1:88 respectivamente; Kongsgaard, et al., en el 
2017, también hallaron, mediante evaluaciones con PRNT50, que el 100% (28/28) de 
un grupo de participantes con edades entre 18 y 68 años presentó seroconversión 
entre los días 12 y 22 posvacunación (cepa 17D-204 Stamaril), siendo la media de los 
títulos de anticuerpos hallados 1:1 280, con un rango de 1:160 a 1:20 480. 
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Uno de los puntos críticos en la metodología del PRNT es el valor de corte empleado 
para determinar los títulos de anticuerpos neutralizantes. En las Tablas 5 y 6 se mostró 
que a medida que el valor de corte se acercó al 100%, el valor de los títulos de 
anticuerpos neutralizantes disminuyó, lo cual explica por qué los títulos de anticuerpos 
reportados por Reinhardt, et al., en 1998 son más bajos que los reportados en la 
presente investigación, ya que ellos emplearon un valor de corte del 90%, a diferencia 
del valor de corte del 80% empleado en la presente investigación; del mismo modo se 
explica por qué los títulos de anticuerpos reportados por Kongsgaard, et al., en el 2017 
son más altos, ya que ellos emplearon un valor de corte del 50%. 
No existe un consenso que establezca un valor de corte para las pruebas de PRNT, 
por esta razón los laboratorios que centran sus investigaciones en flavivirus emplean 
diferentes valores de corte: 50% (Kay, et al., 2011; Simoes, et al., 2012; Collaborative 
group for studies on yellow fever vaccines, 2014; Miyaji, et al., 2016; Kongsgaard, et 
al., 2017), 70% (Acuña, et al., 2001), 75% (Gómez & Ocazionez, 2008; Salje, et al., 
2014), 80% (Hepburn, et al., 2006; Roukens, et al., 2009; Lang, et al., 1999; Roukens, 
et al., 2011) y 90% (Reinhardt, et al., 1998; Niedrig, et al., 1999); ante esta situación, 
solo se sugiere que para zonas con cocirculación de flavivirus se empleen valores de 
corte cercanos al 100% de reducción de placas, a fin de minimizar falsos resultados 
producidos por reacciones cruzadas (Roehrig, et al., 2008). El criterio de elección del 
valor de corte empleado en la presente investigación (80% de reducción de placas) 
obedece a la adecuación del valor de 0,7 ILN (aceptado por la OMS como correlato 
serológico de protección) (Mason, et al., 1973; WHO, 2013) en la prueba de PRNT.  
El diagnóstico confirmatorio de la enfermedad adquirida de forma natural requiere 
demostrar el incremento cuádruple en la seroconversión de anticuerpos neutralizantes 
entre muestras pareadas (OPS/OMS, 2018); tomando en cuenta esta referencia, 
ciertos investigadores, a pesar de la aceptación generalizada de que una 
seroconversión con título de anticuerpos neutralizantes mayor o igual a 1:10 es 
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indicadora de protección contra la enfermedad (Freestone, et al., 1977; Julander, et al., 
2011), consideran la seroconversión efectiva de anticuerpos neutralizantes vacunales 
cuando se consigue un incremento cuádruple sobre el título basal pre vacunación 
(Hepburn, et al., 2006; Kay, et al., 2011), a fin de garantizar la protección contra la 
enfermedad. El segundo hallazgo de la presente investigación fue que el 96,7% 
(29/30) de los participantes evaluados mostró este incremento cuádruple en el día 10 
posvacunación, mientras que el 3,3% (1/30) no consiguió dicho incremento, 
alcanzando solo un título de anticuerpos neutralizantes de 1:14 mediante la prueba de 
PRNT80 (Tabla 7). El bajo título de anticuerpos neutralizantes hallado en el día 10 
posvacunación fue ligeramente superior al límite que establece protección contra la 
enfermedad, sugiriendo la existencia de una proporción de la población que puede 
presentar bajos títulos de anticuerpos neutralizantes contra FA, o que incluso podría 
no encontrarse protegida en el día 10 posvacunación. 
En el día 40 posvacunación, el 100% (30/30) de los participantes seroconvirtió con un 
incremento cuádruple en el título de anticuerpos neutralizantes, mostrando valores 
significativamente mayores que los obtenidos en el día 10 posvacunación (p < 0,001), 
como se observa en la Figura 2. Este hallazgo respalda la información disponible 
sobre la cinética de la seroconversión de anticuerpos neutralizantes que indica que los 
títulos incrementan con el transcurso del tiempo (Pulendran 2009; Monath, et al., 2013; 
Kongsgaard, et al., 2017) y muestra, que para el día 40 posvacunación, todas las 
personas evaluadas aseguraron títulos de anticuerpos neutralizantes altos, incluso, las 
que presentaron títulos de anticuerpos bajos en el día 10 posvacunación. 
Existen factores, extrínsecos a los participantes evaluados, que podrían afectar los 
valores de los títulos de anticuerpos neutralizantes; éstos involucran principalmente a 
insuficiencias en la conservación de la vacuna hasta el momento de vacunación. Los 
participantes evaluados se vacunaron independientemente en centros de salud 
autorizados para administrar gratuitamente vacunas contra la FA, por lo cual se 
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desconoce si existió alguna falla, en el almacenamiento o ruptura de la cadena de frio 
durante el transporte de las vacunas, que pueda repercutir sobre su inmunogenicidad. 
Las vacunas producidas contienen dosis mucho mayores a la dosis mínima requerida 
por la OMS para la inmunización contra la FA (Monath, et al., 2013; Barrett, 2017; 
Chen & Hamer, 2017) con lo cual se supera las pérdidas de viabilidad, sin embargo, 
existe la evidencia de que estudios controlados ofrecen mayores porcentajes de 
seroconversión respecto a estudios que evalúan seroconversión en personas 
(militares) vacunadas rutinariamente (Collaborative group for studies on yellow fever 
vaccines, 2014), lo cual puede estar relacionado a las insuficiencias mencionadas, por 
tanto, la influencia de este factor extrínseco sobre las alteraciones en la respuesta 
inmunológica tras la vacunación no puede ser descartada. 
Entre los factores intrínsecos que podrían afectar a la respuesta inmunológica, y por 
consecuencia a los valores de los títulos de anticuerpos neutralizantes, se encuentran 
la edad (grupos de riesgo como niños y ancianos), sexo, gestación, padecimiento de 
enfermedades crónicas que predispongan a fallas del sistema inmunológico (diabetes, 
VIH, hepatitis  virales), carga genética, composición de la microbiota intestinal y estado 
de nutrición (WHO, 2013; Blake & García-Blanco, 2014; Muyanja, et al., 2014; Brodin 
& Davis, 2017; Lynn & Pulendran, 2018). En la presente investigación se descartaron 
(por los criterios de selección de muestras) los factores asociados a edad, gestación y 
enfermedades crónicas que alteren las respuestas del sistema inmunológico; respecto 
al factor edad, se halló correlación lineal, moderada y directamente proporcional (ρ 
Spearman = + 0,60 y p = 0,04) con los títulos de anticuerpos neutralizantes alcanzados 
por los varones en el día 40 posvacunación (Figura 4), sin embargo, debido al 
pequeño rango de edad de los participantes (19 a 37 años, media de 22,7) y al 
pequeño tamaño de muestra, no se podría asignar significancia a este hallazgo. 
Los resultados de la presente investigación muestran que en el día 10 posvacunación 
no hubo diferencia significativa entre los títulos de anticuerpos neutralizantes 
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alcanzados por varones y mujeres (p = 0,220), sin embargo, en el día 40 
posvacunación los títulos fueron significativamente mayores en varones (p = 0,020), tal 
como se mostró en la Tabla 8 y Figura 3. Estos resultados concuerdan con los 
reportes de investigaciones que muestran títulos de anticuerpos neutralizantes contra 
FA más altos en varones que en mujeres (Monath, et al., 2002; Niedrig, et al., 2008; 
Roukens, et al., 2009). Esta diferencia en la respuesta inmunológica se ha reportado 
también en infecciones con otros agentes patógenos, y se sugiere que podría estar 
relacionada a la mayor producción de citocinas inducidas por la testosterona en 
varones (Posma et al., 2004), o a la cinética de la respuesta inmunológica que se 
manifiesta de forma tardía en las mujeres (Andrés-Terre et al., 2015; Brodin & Davis, 
2017). La respuesta inmunológica diferenciada en varones y mujeres tras la 
vacunación contra FA sigue sin aclararse, por lo cual, los resultados hallados en la 
presente investigacion enriquecerán la información disponible para el entendimiento de 
esta respuesta diferenciada. 
Las limitaciones más importantes de la presente investigación fueron el tipo de 
muestreo realizado y el tamaño de muestras evaluada; a pesar de estas limitaciones, 
es importante considerar los hallazgos como parte de una exploración primaria que 
muestra la necesidad de realizar más investigaciones que permitan obtener datos 
representativos de la población peruana vacunada contra la FA, y que abarquen la 
evaluación de factores que podrían afectar la respuesta inmunológica, a fin de 
actualizar la información disponible y evaluar la efectividad de la principal estrategia 
del estado frente a la enfermedad de FA, ya que esta estrategia no sería efectiva 
mientras no se subsanen factores que podrían existir y ser responsables de las 
alteraciones en la respuesta inmunológica de ciertos sectores de nuestra población. 
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VIII. CONCLUSIONES 
• La evaluación de la seroconversión en el día 10 posvacunación muestra que el 
100% los participantes seroconvierte con títulos protectores de anticuerpos 
neutralizantes mayores a 1:10, de los cuales solo el 96,7% muestra títulos con 
incremento mayor o igual a 4 veces el título basal de anticuerpos neutralizantes 
contra esta enfermedad. 
• La evaluación de la seroconversión en el día 40 posvacunación muestra que el 
100% los participantes seroconvierte con títulos protectores de anticuerpos 
neutralizantes mayores a 1:10 y con incremento mayor al cuádruple sobre el 
título basal de anticuerpos neutralizantes contra la fiebre amarilla. 
• Se determinó los títulos de anticuerpos neutralizantes contra la fiebre amarilla 
mediante PRNT80, hallando que el menor título se obtuvo en el día 10 
posvacunación, siendo 1:14, y el mayor título se obtuvo en el día 40 
posvacunación, siendo 1:32 750. 
• Los títulos de anticuerpos neutralizantes contra la fiebre amarilla en el día 40 
posvacunación, presentan significancia estadística con relación al sexo. 
 
 
 
 
 
 
 50 
IX. RECOMENDACIONES 
Se recomienda la evaluación de la pureza, a nivel molecular, de la cepa vacunal 17D-
204 empleada en la presente investigación. 
Se debe continuar con el seguimiento al nivel de protección de los participantes contra 
la fiebre amarilla, mediante la evaluación de muestras de suero a partir del año 
posvacunación, a fin de estimar el curso de la seroconversión y duración de la 
seroprotección. 
Se recomienda diseñar investigaciones que evalúen una muestra representativa y 
probabilística de la población objetivo, que abarque la evaluación de factores 
asociados a la respuesta inmunológica de seroconversión. 
Finalmente, se recomienda que las investigaciones futuras incluyan a grupos con 
antecedentes epidemiológicos de enfermedad o vacunación contra otros flavivirus, a 
fin de determinar la influencia de reacciones cruzadas en la respuesta inmunológica 
mediada por anticuerpos neutralizantes contra FA. 
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XI. ANEXOS 
Anexo 1. Formato del Consentimiento Informado. 
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA RECOLECCIÓN, USO Y 
ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS DE SANGRE Y DATOS PERSONALES 
Título del estudio: 
“Evaluación de la seroconversión de anticuerpos neutralizantes mediante la Prueba de 
Neutralización por Reducción de Placas en personas sanas vacunadas contra Fiebre 
Amarilla” 
Datos del investigador principal:  
Nombre :  
Lugar de investigación : Laboratorio de Virología Clínica y Molecular-UNMSM 
Teléfono :  
Correo electrónico :  
A. HOJA DE INFORMACIÓN: 
Este documento tiene como objeto solicitar su autorización escrita para la donación 
gratuita de la muestra de sangre, con el fin de utilizarla en investigación científica 
relacionada a enfermedades ocasionadas por virus que son trasmitidos por artrópodos 
vectores,  e incorporar su muestra a un Bio-banco del Laboratorio de Virología Clínica 
y Molecular, que forma parte de la Facultad de Ciencias Biológicas de la Universidad 
Nacional Mayor de San Marcos. 
Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento informado, que 
entienda su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las 
preguntas que crea preciso acerca de la misma. 
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1. Finalidad y descripción del proceso de obtención de muestras biológicas. 
El propósito de esta investigación es evaluar la seroconversión en personas que van a 
ser vacunadas contra el virus Fiebre Amarilla (FA), y de esta forma determinar si 
después de la vacunación presentan anticuerpos neutralizantes contra el virus FA. 
Luego de que firme el consentimiento informado, Ud. aceptará donar su muestra para 
que pueda ser utilizada en la investigación. El tipo de muestra donada será sangre 
periférica, cuya obtención es en principio un procedimiento exento de riesgo, y sus 
posibles complicaciones son las mismas que las de cualquier extracción de sangre 
habitual. 
El procedimiento consistirá en obtener 6mL de sangre en 3 momentos (antes de la 
vacunación y días 10 y 40 posvacunación)  a través de la punción en una vena del 
brazo. Está previsto que su participación dure 40 días, o el tiempo requerido para la 
obtención de muestras en los tres momentos ya descritos. 
2. Carácter altruista de la donación. 
La donación tiene por disposición legal carácter altruista, por lo que Ud. no obtendrá ni 
ahora ni en el futuro algún beneficio económico por la misma. No está previsto 
compensarle por los productos desarrollados a partir de esta investigación. 
Ud. es libre de retirar su consentimiento para participar en esta investigación en 
cualquier momento sin que esto lo perjudique; simplemente deberá notificar al 
investigador de su decisión por escrito. 
3. Riesgos. 
Los riesgos asociados con la obtención de muestras de sangre de su brazo son el 
dolor momentáneo y la posibilidad de un hematoma (moretón) en la zona de la 
extracción. 
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4. Protección de datos y confidencialidad. 
Los datos que lo identifiquen serán tratados en forma confidencial como lo exige la ley. 
Salvo para quienes estén autorizados a acceder a sus datos personales, Ud. no podrá 
ser identificado y para ello se le asignará un código. 
 
5. Información sobre resultados del estudio. 
Los datos que se obtengan de la muestra serán archivados, y formarán parte del 
proyecto de investigación, manteniéndose durante el desarrollo del mismo, y como 
máximo durante un periodo de 2 años. De ser requeridos, los resultados obtenidos se 
informarán personalmente. 
B. CONSENTIMIENTO INFORMADO (HOJA DE FIRMAS): 
 He recibido una explicación satisfactoria sobre el procedimiento del estudio, su 
finalidad, riesgos, beneficios y alternativas. 
 He quedado satisfecho/a con la información recibida, la he comprendido, se me han 
respondido todas mis dudas y comprendo que mi participación es voluntaria. 
 Presto mi consentimiento para el uso de mis muestras biológicas en el proyecto de 
investigación propuesto, y para su uso posterior en investigaciones relacionadas a 
virus de importancia clínica. 
  Conozco mi derecho a retirar el consentimiento cuando lo desee, con la única 
obligación de informar mi decisión al investigador principal responsable del estudio. 
NOMBRE :  
Nº DNI :  
FIRMA :  
FECHA :  
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Anexo 2. Composición de los medios de cultivo y soluciones empleados  
1. Medio de Crecimiento (MC) 
 Medio Mínimo Esencial con sales de Earle (E-MEM) (GIBCO) 10,63 g 
 Aminoácidos no Esenciales 100x (GIBCO) 1 % 
Piruvato de Sodio 100x (GIBCO) 1 % 
L-Glutamina 100x (GIBCO) 1 % 
Antibiótico y Antimicótico 100x (GIBCO) 1 % 
Suero Bovino Fetal (SBF) (GIBCO) 10 % 
Bicarbonato de Sodio (8%) *   
Buffer Hepes (CDH) 24 mM 
Agua Bidestilada Completar a 1 L 
* Adicionar bicarbonato de sodio hasta ajustar el pH a 7,3 
Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 y almacenar a 4ºC. 
2. Medio de Mantenimiento (MM) 
Medio Mínimo Esencial con sales de Earle (E-MEM) (GIBCO) 9,526 g 
Aminoácidos no Esenciales 100x (GIBCO) 1 % 
Piruvato de Sodio 100x (GIBCO) 1 % 
L-Glutamina 100x (GIBCO) 1 % 
Antibiótico y Antimicótico 100x (GIBCO) 1 % 
Suero Bovino Fetal (SBF) (GIBCO) 2 % 
Bicarbonato de Sodio (8%) *   
Buffer Hepes (CDH) 24 mM 
Agua Bidestilada Completar a 1 L 
* Adicionar bicarbonato de sodio hasta ajustar el pH a 7,3 
Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 y almacenar a 4ºC. 
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3. Medio de Recubrimiento 
Carboximetilcelulosa al 3% (CMC 3%) 
Carboximetilcelulosa (SIGMA) 3 g 
Agua Bidestilada 100 mL 
Esterilizar por calor húmedo a 121ºC, durante 15 minutos y 15 lb. 
Medio E-MEM doble concentrado 
Medio Mínimo Esencial con sales de Earle (E-MEM) (GIBCO) 19 g 
Aminoácidos no Esenciales 100x (GIBCO) 2 % 
Piruvato de Sodio 100x (GIBCO) 2 % 
L-Glutamina 100x (GIBCO) 1 % 
Antibiótico y Antimicótico 100x (GIBCO) 2 % 
Suero Bovino Fetal (SBF) (GIBCO) 10 % 
Bicarbonato de Sodio (8%) *   
Buffer Hepes ** (CDH) 24 mM 
Agua Bidestilada Completar a 1 L 
Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 y mezclar con CMC al 3% (estéril) en 
relación 11:5. 
* Después de la mezcla, adicionar bicarbonato de sodio hasta ajustar el pH a 7,3 
**El buffer Hepes (estéril) debe ser el último componente adicionado. 
4. Colorante Azul Negro de Naftol (NBB) 
Azul Negro de Naftol (SIGMA) 2 g 
Acetato de sodio 13,6 g 
Ácido acético glacial 60 mL 
Agua destilada Completar a 1 L 
No requiere de esterilización; almacenar a temperatura ambiente en frascos oscuros. 
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5. Tripsina 
Tripsina (SIGMA) 0,48 g 
Agua destilada 100 mL 
Esterilizar por filtración con membrana de 0.22 y almacenar a -20ºC. 
6. Colorante vital Azul de Tripán 
Azul de Tripán (SIGMA) 0,5 g 
Solución salina (9%) 100 mL 
No requiere de esterilización; almacenar a temperatura ambiente en frascos oscuros. 
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Anexo 3. Efecto citopático y titulación del Pasaje 3 de semillas virales en células 
Vero-76. 
El ECP se evidenció en el día 3 posinfección y alcanzó 3+ (equivalente a un 75% de 
desprendimiento de la monocapa celular) en el día 5 posinfección. 
 
Tabla 9. Titulo del Pasaje 3 de semillas virales mediante prueba de plaqueo por método 
semisólido. 
 
(Dilución)-1 
103 5x103 10x103 25x103 50x103 75x103 105 
Promedio UFP/pozo INC INC INC INC 10 8 5 
% Coeficiente de variación - - - - 6,3 11,2 12,6 
Título viral (UFP/mL) - - - - 1x107 1.2x107 1x107 
Título viral promedio - - - - 1.07x107 UFP/mL 
INC: Incontable. 
 
Los coeficientes de variación de los recuentos en una misma dilución fueron en todos 
los casos menores al 20%. 
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Anexo 4. Ficha Epidemiológica 
DATOS PERSONALES 
Apellido Paterno : Apellido Materno : 
Nombres : Sexo : 
Fecha de Nacimiento : 
Lugar de Nacimiento 
(País/Departamento/Distrito) 
: 
Domicilio : Ocupación : 
ANTECEDENTES DE VACUNACIÓN 
¿Se ha vacunado contra la Fiebre Amarilla? : 
¿En cuántas oportunidades se ha vacunado contra esta enfermedad? : 
Fecha de la última vacunación (Según carné de vacunación) : 
Fecha de la primera vacunación (Según carné de vacunación) : 
ANTECEDENTES EPIDEMIOLÓGICOS 
Antes de vacunarse ¿Realizó viajes a alguno de los siguientes departamentos? 
San Martín 
 
Puno 
 
Junín 
 
Ayacucho  
Amazonas 
 
Huánuco 
 
Loreto 
 
Ucayali  
Cusco 
 
Pasco 
 
Madre de Dios  Huancavelica  
Antes de vacunarse ¿Fue diagnosticado con alguna de las siguientes enfermedades? 
Dengue  Leptospirosis  
Zika 
 
Malaria  
Hepatitis A, B o C 
 
Bartonelosis  
Antes de vacunarse ¿Realizó viajes al exterior del país? ¿A qué país? 
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Anexo 5. Flujogramas. 
1. Establecimiento de un sistema de cultivos celulares con la línea celular Vero-76 
 
2. Producción de semillas virales 
 
3. Titulación de semilla viral en células Vero-76. Método de recubrimiento semisólido 
 
Incubación 
(5 días/37ºC) 
Diluciones virales P3 
(10-1 a 10-7) 
 
Inoculación 
(50uL/pozo) 
 
Placas de 24 pozos 
monocapa confluente 
 
Monocapa confluente 
(Vero-76) 
Inoculación 
[1,25x105 células/mL] 
 
Incubación 
(4 horas/37ºC) 
Adición medio de 
recubrimiento 
(CMC 3%) 
Coloración y 
revelado de placas  
Obtención del 
título viral  
Incubación 
(1hora/37ºC) 
Inoculación (200uL) en 
monocapa confluente 
(Vero-76) 
Preparación de 
dilución viral (1:10) 
Cepa 17D-204 
del virus de FA 
Adición 
de MM 
Incubación 
(5 días/37ºC) 
Visualización 
de ECP (3+) 
Centrifugación 
10 000 rpm/10’/4ºC 
Obtención de 
Stock de 
semillas viales 
Propagación de la 
línea celular 
Baño María (37ºC 
hasta descongelación 
completa) Inoculación en 
frascos de cultivo 
celular 
Semilla de línea 
celular Vero-76 
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4. Determinación del título de anticuerpos neutralizantes contra FA presentes en 
muestras obtenidas para evaluación de seroconversión mediante la prueba de PRNT80 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mezcla 
Virus – Suero 
(1:1) 
Decomplementación 
de sueros 
(56ºC x 30’) 
Dilución de virus 
[30UFP/50uL] 
Diluciones 
de sueros 
Incubación 
(1 hora/37ºC) 
Inoculación 
(50uL/pozo) 
Incubación 
(4 horas/37ºC) 
Adición medio de 
recubrimiento 
(CMC 3%) 
Incubación 
(5 días/37ºC) 
Coloración y 
revelado de placas  
Obtención del título 
de anticuerpos 
neutralizantes 
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Anexo 6. Fotografías 
1. Prueba de plaqueo realizada en una placa con la línea celular Vero-76, revelada 
tras 5 días de incubación con la cepa 17D-204 del virus de FA. 
 
 
 
10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 : Diluciones virales 
CC : Control de células 
 
No se observa superposición de las placas de lisis formadas en cada pozo. Este 
momento fue considerado como el día óptimo de revelado de placas. 
 
 
 
 
10-2 10-3 10-5 10-4 
10-8 10-7 10-6 CC 
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2. Prueba de plaqueo realizada en una placa con la línea celular Vero-76, revelada 
tras 6 días de incubación con la cepa 17D-204 del virus de FA. 
 
 
 
10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 : Diluciones virales 
CC : Control de células 
 
Se observa la superposición de las placas de lisis formadas en cada pozo. 
 
 
 
 
 
 
10-8 10-7 10-6 CC 
10-2 10-3 10-5 10-4 
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3. Prueba de plaqueo realizada en una placa con la línea celular Vero-76, revelada 
tras 7 días de incubación con la cepa 17D-204 del virus de FA. 
 
 
 
10-2, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 : Diluciones virales 
CC : Control de células 
 
Se observa la superposición de las placas de lisis formadas en cada pozo. 
 
 
 
 
 
 
10-2 10-3 
10-8 10-7 10-6 
10-5 10-4 
CC 
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4. Prueba de PRNT realizada para la evaluación de controles serológicos positivos y 
negativos de anticuerpos neutralizantes contra el virus de FA, en una placa de cultivo 
con la línea celular Vero-76. 
 
CN1, CN2, CN3, CN4, CN5 : Controles negativos 
CP1, CP2, CP3, CP4, CP5 : Controles positivos 
CV : Control de virus 
CC : Control de células 
 
Los controles negativos muestran títulos de anticuerpos neutralizantes contra FA 
menores a 1:10 y los controles positivos muestran títulos de anticuerpos 
neutralizantes contra FA mayores a 1:10. 
 
 
CN 1 CN 2  CN 3  CN 4  
CN 5 CP 1 CP 2 CP 3 
CP 4 CP 5 CV CC 
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5. Vista microscópica de una monocapa confluente de la línea celular Vero-76. 
 
 
Aumento 40X 
 
 
Aumento: 100X 
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6. Vista microscópica de un efecto citopático de 3+ sobre una monocapa confluente de 
la línea celular Vero-76 en el día 5 posinfección con la cepa 17D-204 del virus de FA. 
 
 
 
Aumento: 100X 
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7. Vista microscópica de una placa de lisis en la línea celular Vero-76. Prueba de 
PRNT revelada tras 5 días de incubación con la cepa 17D-204 del virus de FA. 
 
 
 
Aumento: 40X 
 
 
Aumento: 100X 
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Anexo 7. Ecuaciones empleadas para realizar la prueba de PRNT. 
 
Ecuación 1. Ecuación para ajuste de concentraciones 
 
C1 V1 =  C2 V2 
Donde: 
C1 = Concentración inicial de células 
C2 = Concentración de células requerida 
V1 = Volumen inicial 
V2 = Volumen final requerido  
 
 
Ecuación 2. Fórmula para el cálculo del título viral. 
í 	
 =
()
()(		ó)
 
Donde: 
            = Promedio de UFP contadas en los pozos de una dilución. 
              = Volumen del inóculo expresado en mL. 
		ó = Dilución en la que se contaron las UFP. 
 
 
Ecuación 3. Fórmula para el cálculo del porcentaje de reducción de UFP. 
% 	ó   =  1 −  
100  (!̅) 

 
Donde:   
!̅ = Promedio de UFP presentes en una dilución de suero evaluada. 
 = Promedio de UFP presentes en los controles de virus. 
